





Beitrige zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe*. 
I. Mitteilung. 
Von 
Hermann Fink und Jos. Kreos. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation an der 
Landwirtschaftlichen Fakultaét der Universitat Berlin.) 


(Eingegangen am 29, August 1938.) 


Wahrend die Forschungen iiber die alkoholische Garung schon um 
die Wende des vorigen Jahrhunderts begannen, setzte das Studium der 
Vorginge beim Wachstum und bei der Vermehrung der Hefe erst 
spiter ein. Ahnliches la8t sich auch fiir die technische Entwicklung 
feststellen, denn unsere heutige Industrie der Backerhefeerzeugung 
bildete sich erst allmahlich iiber das sogenannte ,,Wiener‘‘- oder Ab- 
schépfverfahren aus dem in erster Linie Alkohol erzeugenden Brennerei- 
gewerbe heraus. Zu Ende des 18. Jahrhunderts gelangte Lavoisier 
zur Kenntnis der hauptsichlichsten Endprodukte der alkoholischen 
Garung und schlieBlich stellte Gay-Lussac eine Bruttogleichung des 
Zuckerzerfalls zu Kohlenséiure und Alkohol auf, welche im wesentlichen 
nicht nur noch heute giiltig ist, sondern zur Grundlage der Chemie 
der alkoholischen Garung wurde. Diese Gleichung gestattet uns, mit 
Sicherheit die héchstmdglichen Ausbeuten an Alkohol und Kohlensdéure 
aus Zucker anzugeben, wenn auch der Mechanismus dieser chemischen 
Umwandlung, der zwar durch die Arbeiten von Neubauer, Newberg und 
in den letzten Jahren von Embden und Meyerhof weitgehend aufgeklart 
wurde, heute noch seiner endgiiltigen Lésung, namentlich in bezug 
auf die vitale Garung, harrt. 

Wesentlich ungiinstiger liegen aber die Verhaltnisse hinsichtlich 
unserer bisherigen Kenntnisse iiber die maximal erreichbaren Ausbeuten 
an Hefezellsubstanz und Kohlensdure aus einer gegebenen Zuckermenge 
und anorganischen Ndahrsalzen und hinsichtlich unserer Anschauungen 
iiber den Mechanismus der sicher recht komplizierten Umwandlung 
des Zuckers in die mannigfachen organischen Stoffe, aus denen die 
Hefezelle sich normalerweise zusammensetzt. Wir stehen hier einer Fiille 
noch ungeléster Probleme gegeniiber, deren Aufklérung auch technisch 
fiir die Industrie der Hefefabrikation und ganz besonders fiir die 
neuerdings wieder in den Mittelpunkt des Interesses geriickte Futter- 
hefeherstellung von groBem Wert sein kann. 

Wahrend sich unsere bisherigen Veréffentlichungen (1) auf dem Ge- 
biete der biologischen Zellsubstanzsynthese, neuerdings meist biologische 
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EiweiBsynthese genannt, in erster Linie mit der technischen Seite befaBt 
haben — so z. B. mit der Gewinnung von Futterhefe aus verschiedenen 
Holzzuckerarten, Sulfitablaugen, Kartoffelmaischen und _ einfachen 
Kohlenstoffverbindungen —, soll in der folgenden Re he von Publi- 
kationen vorwiegend iiber die Arbeiten mit wissenschaftlicher Zielsetzung 
ausfiihrlicher berichtet werden. Die Ergebnisse der technischen Unter- 
suchungen, vor allem die wider Erwarten hohen Hefeausbeuten aus den 
genannten Rohstoffen mit nur anorganischen Nahrsalzen, haben mit 
die Veranlassung gegeben, gleichzeitig zu untersuchen, welche Hefe- 
ernten aus reinen Zuckern als einziger Kohlenstoffquelle in mineralischen 
Nahrlésungen in iibersichtlichen und genau festgelegten Laboratoriums- 
versuchen erzielt werden kénnen. 

Von den bisherigen Abhandlungen, die sich die Klarung der Stoff- 
wechselvorginge beim Hefewachstum zum Ziele setzten, sind zunachst 
diejenigen von M..J. Effront (2) zu nennen. Auf Grund seiner Versuchs- 
ergebnisse nimmt F/front an, daB die stickstofffreien Stoffe der Hefe 
unmittelbar aus dem Zucker ohne vorherige Zertriimmerung des Zucker- 
molekiils und Kohlensdureabspaltung gebildet werden, derart, daB die 
gesamte Menge der Kohlenhydrate der Hefe aus der gleichen Menge 
Zucker herriihrt. Fiir die Bildung der Eiweifstoffe unterscheidet 
Effront zwei extrem zueinander stehende Wege: 

Der erste ist der anaerobe, wobei allerdings 98 bis 99°, des Zuckers 
in Alkohol und Kohlensiure umgeWandelt werden, wahrend die rest- 
lichen 1 bis 2° zum Aufbau neuer Hefezellsubstanz dienen, und zwar 
ohne Kohlensdureabspaltung. Der Gang der Assimilation erfolgt 
derartig, daB der Zucker zunachst in das Hydrat des Methylglyoxals 
umgewandelt wird, welches mit Ammoniak in eine Aminosiure — 
Alanin — ibergefiihrt wird. 

C,H.0, > 2 CH,COCH(OH),; 

CH,COCH(OH), + NH,->CH,CHNH,COOH + H,O; 

2 CH,CHNH,COOH > C,H,,0,N, + 2 H,0. 
Das Alanin soll dann polymerisiert werden und so zu Polypeptiden 
und EiweiSk6rpern fiihren. Den gesamten Vorgang faBt Hffront in der 
Gleichung 


. 


2 C,H,.O, + 4 NH, —> (CpH2N,O,)n + 8 H,O 
zusammen. Fiir die Bildung von 1 Teil Eiweif8 sind demnach 1,27 Teile 
Zucker nétig und fiir 100 g Trockensubstanz einer Hefe von der Zu- 
sammensetzung 48,0°% Eiwei8 und 43,8 % stickstofffreie Bestandteile 
sind demnach 104,7 g Zucker erforderlich. 


Der zweite von Effront bezeichnete Weg ist der aerobe, d. h. unter 
starker Beliiftung, wobei fast nur Hefe und Kohlensaure gebildet werden. 
Dies ist auch der iibliche Weg der Hefeziichtung. Hierbei soll die 
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Beitrage zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. I. ‘ 


Assimilation des Zuckers zur Bildung der EiweiSstoffe den durch 
folgende zwei Gleichungen veranschaulichten Weg gehen: 
3C,H,,0, + 30,->6CH,CHO + 6CO, + 6H,O. (1) 
6CH,CHO + 3N >(C,,H,,N,0, + 2 H,0. (2) 
Demnach sind also fiir den Aufbau von | Teil der EiweiBstoffe 2 Teile 
Zucker erforderlich. 

Bei den von E/front durchgefiihrten leider nicht niher beschriebenen 
Versuchen wurde kein Alhokol gebildet, dagegen konnten Spuren 
Acetaldehyd nachgewiesen werden. Effront konnte ferner feststellen, 
daB der Aldehyd den fehlenden Zucker ersetzen kann, wihrend der unter 
den gleichen Bedingungen angewandte Alkohol keinen Hefezuwachs 
ergab. Daraus folgerte er, da der Zucker zunichst in Acetaldehyd 
iibergefiihrt und dieser dann von der Hefe assimiliert wird. Die Glei- 
chung (1) verlauft also analog zu der Alkoholgleichung nach Gay-Lussac. 
Bei seinen leider nicht naher beschriebenen Versuchen mit reinen 
Zuckerlésungen erhielt Effront aus 100g Glucose 56g Hefe, welche 
49,1 °%, EiweiB und 41,8 °% stickstofffreie Stoffe enthielten, und 58 g 
Kohlensiure. Nach den Gleichungen miiBten jedoch 71,4 g Hefe und 
nur 34 g Kohlensaure gebildet werden. Den Uberschu8 an Kohlensaure 
fiihrt Effront darauf zuriick, daB ein Teil des Zuckers zwecks Energie- 
beschaffung direkt zu Kohlensiure und Wasser verbrannt wird, und 
zwar zu Beginn der Garung, da, wie weitere Versuche zeigten, wihrend 
der ersten Stunde der Wert der bereits gebildeten Kohlensaure tiber dem 
nach der Formel berechneten liegt, obgleich die Hefevermehrung noch 
nicht eingesetzt hat. Die im weiteren Versuchsverlauf ermittelten 
Kohlensaurezahlen entsprechen den aus der verschwundenen Zucker- 
menge und der daraus erhaltenen Hefe nach der Formel errechneten 
Werten. 

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dafi nach EF ffront 
die stickstofffreien Stoffe unmittelbar aus dem Zucker gebildet werden, 
wahrend fiir den Aufbau der Eiweifstoffe der Hefe folgendes Schema 
gilt: 

{ , Kohlenséure 


| * Acetaldehyd 7 mere aemaienet 


Zucker — Brenztraubensiure —> 


Ein Teil des Zuckers wird jedoch zur Energiebeschaffung direkt ver- 
brannt. 

H. Lundin (3) konnte feststellen, daB der aus Zucker gebildete 
Alkohol unter EinfluB des Sauerstoffs von der Hefe zum Aufbau von 
K6rpersubstanz assimiliert wird, jedoch ohne Zellvermehrung. Da bei 
den Versuchen Lundins keine Stickstoffnahrung zugefiihrt wurde, 
trat weder eine EiweiBbildung noch eine Zellvermehrung ein, sondern 
es wurden nur ,,leicht- und schwerhydrolysierbare‘’ Kohlenhydrate 
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gebildet, wovon ein Teil der ersteren von der Hefe wieder verbrannt 
werden soll. Der Vorgang verlauft analog zu der bekannten ,, Meyerhof- 
schen Reaktion** im tierischen Organismus. Lundin fand dieses Er- 
gebnis auch bei Versuchen bestatigt,, denen als Kohlenstoffquelle 
Alkohol direkt zugrunde gelegt wurde, doch stellte sich der in statu 
nascendi vorliegende Alkohol als reaktionsfahiger heraus. Nach Lundin 
wird Zucker nicht direkt assimiliert, sondern erst, nachdem er durch 
Vergarung in Alkohol umgewandelt wurde. Der Zuckerabbau erfolgt 
stets nach der Girungsformel und die Kohlensduremenge ist die gleiche, 
die auch bei einer typischen Alkoholgirung des verschwundenen Zuckers 
entstehen wiirde. 

F.. Windisch (4) berichtet von einem alkohol-oxydierenden Enzym, 
wodurch es verschiedenen Kulturhefen erméglicht wird, den Alkohol 
glatt in die entsprechende Fettséure umzuwandeln. 


Auch J. B. Brown und A. K. Balls (5) konnten ein Verschwinden 
des Alkohols unter anaeroben Bedingungen feststellen, wobei Kohlen- 
sdure auftritt und die Hefe etwas an Gewicht zunimmt, doch ist nach 
Ansicht der Verfasser das Verschwinden des Alkohols auf einen Oxy- 
dationsvorgang, die Zunahme des Hefegewichts eher auf eine Ausreifung 
der Zellen als auf eine Vermehrung zuriickzufiihren. 


Die Assimilation von Alkohol durch Hefe hat wohl als erster 
P. Lindner (6) festgestellt. Er erzielte in Nahrlésungen, denen nur 
Alkohol als Kohlenstoffquelle zugesetzt war, ohne Liiftung ein be- 
trachtliches Hefewachstum. 

O. Meyerhof (7) untersuchte eine groBe Zah| von Substanzen auf ihre 
Fahigkeit, die Atmung der Hefe zu steigern und stellte fest, daB einige 
bei der alkoholischen Garung als Intermediar- oder Endprodukte vor- 
kommende Stoffe unter Einwirkung des Sauerstoffs eine gesteigerte At- 
mung bewirken. Solche sind: Athylalkohol, Brenztraubensaure, Acetal- 
dehyd, Methylglyoxal, Milchsiure, Essigsiure; ohne Wirkung oder 
hemmend waren jedoch unter anderen Formaldehyd, Methylalkohol, 
Propylalkohol, Propionaldehyd, Propionsaéure, Butterséure, ferner 
eine Reihe von Substanzen, die bei der Garung als Zwischenprodukte 
auftreten oder bei Nebenreaktionen vorkommen kénnen wie Glycerin, 
Glycerinaldehyd, Aceton, Bernsteinsiure, Asparagin und Amino- 
siuren. Meyerhof kam zu dem Ergebnis, daB analog der Glykolyse 
das Endprodukt des Garungsstoffwechsels, der Alkohol, von der Hefe 
wieder zu Zucker oxydiert wird; ein Teil wird dabei jedoch total, 
also zu Kohlendioxyd und Wasser verbrannt, entsprechend den 
Gleichungen : 


3C,H,OH + 30, >C, H,,0, + 3H,0: 
1C,H,OH + 30, >2CO0, + 2H,0. 
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Ahnlich dem Kreislauf iiber Milchsiure bei der Glykolyse erfolgt hierbei 
ein Kreislauf vom Zucker iiber Alkohol wieder zum Zucker: 


3 C,H. 0¢ 7 a 7. 
2CHO, SC;H,OH + 6CO,, 


+ 6 O, 
doch soll nicht der gesamte Zucker erst in Alkohol umgewandelt werden, 
da der Hauptkreislauf iiber die Brenztraubensiure bzw. Milchsdure 
erfolgt. 


O. Firth und F. Lieben (8) untersuchten zuerst die Oxydationsreaktion 
der Hefe an der Milchséure und konnten feststellen, da diese von Hefe 
unter geeigneten Versuchsbedingungen in gréBeren Mengen auf oxydativem 
Wege schnell zerstért wird. Hierbei wird allerdings die Hauptmenge der 
verschwindenden Milchséure weder total verbrannt noch in Zucker zuriick- 
verwandelt. Auch Brenztraubensaure wird, wie F’. Lieben (9) zeigen konnte, 
beim Schiitteln im Sauerstoffstrom von der Hefe unter Kohlensaure- 
entwicklung zerstért und zum Teil zum Aufbau von Kérpersubstanz ver- 
wertet, obgleich keine Stickstoffnahrung vorhanden war. Bei Acetaldehyd 
trat nur eine geringfiigige Kohlendioxydentwicklung ein; der iiberwiegende 
Rest verblieb im Hefefiltrat. 

Nach M. A. Perrier (10) nahm bereits Mazé an, da®8 Athylalkohol und 
Acetaldehyd Stufen fiir die Assimilation von Zucker durch die Hefezellen 
darstellen, und zwar in dem MaBe, wie sie gebildet werden, da der Acet- 
aldehyd schon in schwachen Dosen eine antiseptische Wirkung ausiibe. 
Perrier konnte bei Versuchen mit Torula in synthetischen Nahrlésungen, 
jedoch ohne Beliiftung, bei 37°C eine Assimilation durch die Hefezellen 
feststellen. F. Ehrlich dagegen erwahnt in einer Patentschrift ,,Verfahren 
zur Ziichtung von Pilzen, insbesondere Kahmhefen“ (11), da8 Torula in 
acetaldehydhaltigen Lésungen nicht wachst. 

E. Kayser (12) konnte experimentell feststellen, da Molkerei- 
Torulahefen und Weinhefen sowie Bierhefen Brenztraubensaure aus Calcium- 
lactat und auch Glucose zu bilden imstande sind, wahrend zwei gefarbte 
Torulahefen keine Brenztraubensaure lieferten. Die Bildung von Brenz- 
traubensaéure soll von Heferassen, Phosphatmenge, Anwesenheit von 
Calciumearbonat und Zutritt von Luft abhangig sein. 

Nach einer Literaturzusammenstellung in F’. Czapeks (13) ,,Biochemie 
der Pflanzen‘ sind von den zweigliedrigen Kohlenstoffverbindungen Athy]- 
alkohol, Essigséure und Acetaldehyd sehr allgemeine Pilznaihrstoffe fiir 
Bakterien sowie fiir einige Hefen, wie Torula, insbesondere ist die Essig- 
séure ein weitverbreitetes Intermediarprodukt bei der Verarbeitung von 
Kohlenhydraten, Fetten und EiweiSstoffen und spielt in jeder Hinsicht 
im Zellstoffwechsel eine allgemein wichtige Rolle. Die Beurteilung der 
Nahrwirkung eines Stoffes wird von Pfeffer als der ,,skonomische Koeffi- 
zient‘‘, d.i. das Verhaltnis der verbrauchten Nahrstoffmenge zum Ernte- 
trockengewicht, angegeben. 

R. Sonderhoff (14) berichtet von Versuchen verschiedener Autoren, 
die der Bestimmung des Respirationskoeffizienten bei der Dehydrierung 
von Alkohol, Acetaldehyd, Essigséure, ferner Milchséure, Brenztrauben- 
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saure u. a. dienten. Als Material fiir diese Untersuchungen wurde verarmte 
Hefe verwendet, um die Eigenatmung der Hefe méglichst auszuschalten. 
Bei Alkohol, ahnlich auch bei Essigséure, Milchsiure und Brenztrauben- 
siure, werden 85°, direkt oxydiert, wahrend rund 15° zum Aufbau von 
Kohlenhydraten und Fett verwendet werden, so daB die Ausnutzung der 
Oxydationsenergie dieser Stoffe vom biologischen Standpunkt recht mangel- 
haft erscheint. 

Da die meisten der vorliegenden Arbeiten sich kaum mit der eigent- 
lichen Hefevermehrung befassen, ja diese z.T. durch das Fehlen der 
Stickstoffnahrung absichtlich ausgeschaltet wurde, geben sie noch 
keinen Einblick in die Vorginge beim Hefewachstum unter normalen 
Bedingungen und inwieweit die erzielten Ergebnisse auch hierfiir zu- 
treffend sind bzw. der Zuckerabbau und die anschlieBende Resynthese 
zu kérpereigenen Stoffen hiervon abweichende Wege gehen. 

K. Bernhauer (15) zeigt in einem Schema einen denkbaren Weg 
des Reaktionsverlaufes der Resynthese von Alkohol iiber Essigsaure, 
Bernsteinsiure, Fumarsiure, Apfelsiure, Oxalessigsiure, Brenztrauben- 
siure, Milchsiure, Methylglyoxal zu Glucose. 


CH.OH COOH COOH COOH 
COOH CH, CH CHOH 
2CgH,,05 > 4CH; > 4] og PO tape > 2 
+ CH, CH, CH CH, 
foO, “ COOH COOH COOH 
COOH O08 
: b 0 COOH CHO 
C=O « Ust 
- 2 > dy > 2CHOH + 2C=0 + CoH 0, 
CH, Hs 
| + CH, CH, 


; 

COOH 90, : 
Dieses Schema ist durch entsprechende Versuche aber noch nicht be- 
wiesen. Werden aber beim Aufbau der stickstofffreien Stoffe nochmals 
zwei Molekiile Kohlendioxyd abgespalten, so mu einerseits die ge- 
samte, beim Hefewachstum gebildete Kohlensiuremenge gr6Ber sein 
als die bei einer typischen Vergirung der gleichen Zuckermenge auf 
Alkohol, andererseits muB mit steigender Hefeausbeute auch die Menge 
der entstehenden Kohlensaure zunehmen. Ferner kann aus dem Schema 
der Resynthese entnommen werden, da fiir die Neubildung von einem 
Teil Kohlenhydrat der Hefe zwei Teile Zucker erforderlich sind. 


H. Claassen (16) stellte nun erstmals eine Formel fiir die Ausbeute 
an Hefe einer bekannten Zusammensetzung je Zuckereinheit auf. 
Er stiitzte sich hierbei teils auf die Ergebnisse der Arbeiten von E/front 
und die Hypothesen beziiglich des Aufbaues der EiweiBstoffe der Hefe, 
teils auf die Annahme Bernhauers hinsichtlich der Bildung der stick- 
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stofffreien Stoffe. Die Gleichungen von #/ffront andert Claassen dadurch, 

daB er fiir Stickstoff Ammoniak einsetzt, folgendermaBen ab: 
3C,H,,0, + 30, = 6C,H,O + 6CO, + 6H,O. (a) 
6C,H,O + 3NH, + 4,50 = C,,H,,N,0, + 6,5 H,O. (b) 

Unverandert bleibt, daB fiir die Erzeugung von 100 Teilen EiweiB 
200 Teile Glucose nétig sind. 

Die Vermutung F/fronts, daB die stickstofffreien Stoffe der Hefe 
unmittelbar durch Polymerisation der Glucose entstehen, laBt Claassen 
nur fiir die Bildung des Glykogens gelten, das demnach nicht als ein 
eigentlicher Aufbaustoff fiir die Hefetrockensubstanz angesehen werden 
kann. Bei seinen Berechnungen laéBt er es jedoch stets wegen des nur 
geringen Anteils in der reifen Hefe unbeachtet. Fiir die Bildung der 
stickstofffreien Stoffe, wie Cellulose, Hemicellulose usw. war fiir Claassen 
das von Bernhauer entwickelte Schema der Resynthese des Alkohols 
zu Glucose maigebend. Aus zwei Molekiilen Zucker soll dabei ein 
neues Kohlenhydratmolekiil von der Formel C,H,,0; erhalten werden. 
Fiir einen Teil Polysaccharide der Hefe wiirden so 2,22 Teile Glucose 
erforderlich sein. Bei Versuchen mit Kulturhefen stellte Claassen (17) 
fest, daB rund 7° des EiweiBes der Hefe wieder an die Nahrlésung 
abgeschieden werden, die ebenfalls in der Ausbeuteberechnung mit 
beriicksichtigt werden miissen. Die Gleichung zur Errechnung der 
Héchstausbeuten an Hefe aus 100 Teilen Zucker lautet demnach: 


100 


af, 2 : 
EMTS oo So] Ewell 1. 5.22) diel + 20 - Albedo! 


100%, 
auf Zucker. 

Die praktisch erreichbare Héchstausbeute gibt Claassen, entgegen 
einer friiheren Ansicht — die weiter unten erwahnt werden soll — mit 
47 bis 48 kg Hefetrockensubstanz aus 100 kg Zucker an. Obige Gleichung 
soll jedoch nur fiir die Hefeherstellung mit sehr geringen Mengen 
Alkohol giiltig sein. Spater anderte Claassen (18) die Ausbeuteformel 
wie folgt ab: 

eich 100 — 2- Alkohol in 

reernte = 9.1.07 - iweiB + 2,22-N-freie Stoffe . 
auf Zucker. 

Beziiglich der Assimilation von Alkohol durch die Hefe konnte 
Claassen (19) experimentell zeigen, daB der Alkoholkohlenstoff von der 
Hefe verwertet wird. Es tritt hierbei eine Gewichtszunahme in der 
Trockensubstanz, jedoch ohne Zellvermehrung, ein. Hingegen nimmt 
Claassen an, da®B Alkohol nur zum SchluB der Hefeziichtung auf- 
genommen wird, wobei vor allem Kohlenhydrate gebildet werden sollen ; 
bei Anwesenheit von Zucker in der Nahrlésung soll Alkohol jedoch 
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von der Hefe iiberhaupt nicht assimiliert werden, da dies den Gesetzen 
der Diffusion widersprechen wiirde (20). Der Bestimmung des durch 
die Beliiftung verdunsteten Alkohols, dessen Menge, wie Claassen 
erklart, sehr erheblich ist, legte er bei allen Versuchen die Ergebnisse 
eines einmalig durchgefiihrten Versuches iiber Alkoholverluste durch 
die Liiftung zugrunde (21). 

Bei seinen Wirtschaftlichkeitsberechnungen iiber die Herstellung 
von Futterhefe aus Holzzuckerlésungen vertrat Claassen (22) die 
Ansicht, daB bei jeder Garung, sowohl bei der alkoholischen Garung 
als auch bei dem Liiftungsverfahren, der Zucker zunachst in Alkohol 
und Kohlenséure gespalten wird; nur der Alkohol bilde entweder in 
statu nascendi oder auch, nachdem er von der Nahrlésung aufgenommen 
ist, den Grundstoff fiir die Ernihrung der Hefe. Demnach betrage 
die theoretische Héchstausbeute aus 100 kg Zucker 62 kg Hefetrocken- 
substanz. Da ein Teil des Alkohols verloren geht und rund 7%, des 
wahrend der Liiftung zugewachsenen HefeeiweiBes durch den Stoff- 
wechsel wieder ausgeschieden werden, wiirde sich demnach die praktisch 
erreichbare Héchstausbeute auf 54,7 kg Hefetrockensubstanz je 100 kg 
Zucker berechnen. 


Aus den Versuchen von W. Braun und R. Pfundt (23) geht hervor, 
daB in der Zeit der Angirung eine kraftige Alkoholbildung einsetzt, welche 
auch in den folgenden 4 Stunden kraftig im Gange bleibt; in den letzten 
2 Stunden dagegen fallt der Alkoholgehalt der Nahrlésung. Nach Fest- 
stellungen der Autoren wird Alkohol auch bei Gegenwart von Zucker auf- 
genommen, doch vertreten auch sie die Ansicht, daB der Alkohol-Kohlenstoff 
nur fiir den Aufbau von stickstofffreien Stoffen, nicht aber von Eiweif 
verwertet wird. Wenn der Hefe nur noch Alkohol als Kohlenstoffquelle zur 
Verfiigung steht, hért die Sprossung auf. 

Eine interessante Zusammenstellung der hauptsachlichsten Arbeiten 
iiber die Vorgainge beim Aufbau der Hefesubstanz und die méglichen Aus- 
beuten bei der Hefeziichtung, sowie ihre Diskussion stellt die Abhandlung 
von R. Lechner (24) dar. 

H. Liiers und E. Mérike (25) stellten experimentell fest, daB durch 
Zugabe von bioshaltigen Stoffen wie Harn, Malzkeimauszug, Extrakte von 
Misteln und mittels Nitrogenkonzentrat eine Steigerung der Hefeausbeute 
erreicht werden kann. Allerdings sind die Hefeausbeuten der von den 
Autoren durchgefiihrten Versuche sowohl aus reinen Glucose-Salzlésungen, 
als auch aus Holzzuckerwiirzen sehr niedrig und wurden schon bei den 
Futterhefeversuchen von H. Fink und R. Lechner (a. a. QO.) erheblich iiber- 
schritten. Uber die gleichzeitig gebildeten Alkohole wurden keine Angaben 
gemacht. Liiers und Mérike nehmen an, da8B die Ausbeuten an Hefetrocken- 
substanz und Eiwei8 aus reinen Nahrlésungen stets niedriger liegen als 
z. B. aus Melasse und Holzzuckerlésungen. 

A, Scheunert und M. Schieblich (26) untersuchten die aus den Futter- 
hefenversuchen in Holzzuckerlésungen von H. Fink und R. Lechner ge- 
wonnenen Trockenhefen auf ihren Vitamingehalt und kamen zu dem Er- 
gebnis, daB von Torula utilis sowohl das Vitamin B, als auch B, synthe- 
tisiert wird. 
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N. Nielsen (27) berichtet von einem ,,Rhizopin’’ genannten Stoff, 
welcher auf Garung und Wachstum der Hefe einen sehr stark ,,accele- 
rierenden* Einflu®8 ausiibt und u. a. in Rhizopus suinus aber auch in Hefen 
angetroffen wird. Nach O. W. Richards (28) bewirken kleine Mengen von 
Pantothensaéurekonzentrat eine deutliche Stimulation des Wachstums von 
Saccharomyces cerevisiae. 


AufschluB iiber die Biosprobleme geben aber in erster Linie die 
Arbeiten von F. Kégl (29). Nach Copping kénnen wilde Hefen ihren 
Biosbedarf durch eigene Synthese decken, wihrend hochgeziichtete 
Kulturhefen auf den Biosgehalt des Substrates angewiesen sind und ein 
Fehlen desselben zu einer ,,Ausfallerscheinung“ fiihrt. Nach den neueren 
Untersuchungsergebnissen besteht der fiir die Hefen in Frage kommende 
Bioskomplex aus mindestens vier Einzelfaktoren, von welchen der erste 
als Meso-Inosit erkannt wurde, der zweite einen an Kohle adsorbierbaren 
Faktor, welcher von Kégl Bios II bezeichnet wird, darstellt. Die dritte 
Bioskomponente wurde als Vitamin B, (Aneurin) ermittelt und der 
vierte Biosfaktor in Form eines kristallisierten Kupfersalzes aus Tomaten 
isoliert. Kdégl konnte den zweiten an Kohle adsorbierbaren Faktor des 
Bioskomplexes in kristallisierter Form gewinnen. Dieses Wuchsstoff- 
kristallisat, ,, Biotin’’ genannt, wurde aus Eidottern isoliert. Zur quan- 
titativen Bestimmung der Biosstoffe wendet Kégl als Testmethode 
das nephelometrische Verfahren an, wobei die Brennereihefe ,,Rasse M‘ 
unseres Instituts als Testhefe dient. Das Ma8 ist hierbei die Saccha- 
romyces- Einheit (SE.), d.i. diejenige Biosmenge eines Gemisches der wirk- 
samen Biosfaktoren, die einen Zellenzuwachs von 100 °/, hervorruft. Das 
Biotin besitzt eine hohe Aktivitét und konnte durch den Test noch in 
einer Verdiinnung von 1 mg in 400000 Liter Nahrlésung nachgewiesen 
werden. Fiir die Testhefe ,,Rasse M‘ spielt Biotin die entscheidende 
Rolle beim Wachstum, wahrend die iibrigen Faktoren Co-Wuchsstoffe 
darstellen. F. Kégl und W. v. Hasselt (29, b) isolierten aus Hefe den 
Biosfaktor I (Meso-Inosit) nach Abtrennung der Komponenten II 
und III und bestimmten die Wachstumsbeschleunigung durch nephelo- 
metrische Messung. 


Hinsichtlich unserer Kenntnisse tiber die Vorgainge beim Hefewachs- 
tum, die hier nur an einigen wenigen wesentlichen Arbeiten umrissen 
werden konnten, und in bezug auf die héchsten erzielbaren Ausbeuten aus 
Zucker oder anderen Kohlenstoffquellen, sowie in bezug auf den EinfluB 
von Wuchsstoffen, liegt also noch wenig sicheres Versuchsmaterial vor. 
Auch beim Vergleich der genannten Arbeiten, die fast simtliche mit 
den hierfiir weniger geeigneten Kulturhefen experimentell durchgefiihrt 
worden sind, sind die Widerspriiche sehr erheblich, ja, wie man sieht, 
hat gelegentlich derselbe Forscher auf diesem Gebiet seine Ansicht 
des 6fteren geandert. 
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Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel, zunachst iiber folgende 
Fragen AufschluB zu geben: 

1. Welches ist die praktisch erreichbare Héchsternte an Hefe in 
Lésungen von reinem Zucker und nur anorganischen Néhrsalzen, wenn 
man die Erfahrungen der praktischen Hefeziichtung weitgehendst beriick- 
sichtigt? Wie weit kann dabei die Alkoholbildung ausgeschaltet werden ? 
Welche Kohlensiuremengen treten auf ? 

2. Sind diese Héchstausbeuten noch durch die Zugabe von bios- 
haltigen Stoffen zu steigern? Tritt durch Zugabe von stark angereicherten, 
hochwirksamen Wuchsstoffpraparaten in ,,hormonalen‘‘ Dosen, welche 
in der Stoffbilanz als Kohlenstoff- oder Stickstoffquelle vernachlassigt 
werden kénnen, eine Erhéhung der Hefeausbeute ein ? 

Als Organismus fiir simtliche Versuche wurde eine Wuchshefe 
verwendet, namlich T'orula utilis, eine Hefe von sehr gutem Wuchs- 
und Vermehrungsvermégen, bei der die Alkoholbildung bei intensiver 
Liiftung weitgehend zugunsten der Zellsubstanzbildung herabgedriickt 
werden kann. 


Sie besitzt gutes Anpassungsvermégen an das verwendete Nahr- 
medium und ist sehr anspruchslos in der Ernahrung. Das sind Eigen- 
schaften, die gerade bei der Anwendung von rein synthetischen Nahr- 
lé6sungen und speziell bei nur anorganischer Stickstoffernahrung wesentlich 
sind. Dies hatte sich schon bei unseren technischen Versuchen mit Holz- 
zuckerlosungen, in denen trotz Anwendung nur anorganischer Nahrstoffe 
sehr hohe Hefeausbeuten erzielt worden sind, ergeben. 

Liiers und Mérike konnten spater unsere Versuche in dieser Hinsicht 
bestatigen. Sie fanden unter etwa acht Hefearten die Torula aus der 
Sammlung unseres Instituts am geeignetsten. 

Infolge des schnellen Anpassungsvermégens und der Anspruchs- 
losigkeit gestaltete sich auch die Herfiihrung der jeweils erforderlichen 
frisclien Aussaathefe bei unseren zahlreichen Versuchen leichter als dies 
z. B. bei Kulturhefe der Fall sein wiirde. 

Es ist einleuchtend, daB es fiir unsere Problemstellung zuniachst ganz 
gleichgiiltig ist, welche enzymatischen Eigenschaften die Erntehefe besitzt 
hinsichtlich Triebkraft, Haltbarkeit usw., wie sie beispielsweise von normaler 
Backerhefe verlangt werden. Ja, es ist durchaus zu erwarten, daB sich 
Kulturhefen, die einer spateren Untersuchung vorbedacht sein sollen, in 
den zur Anwendung gelangten rein synthetischen Nahrlésungen véllig anders 
verhalten wiirden als Torula utilis. 

Das Gdrschema wurde so gewahlt, daB hierdurch die Méglichkeit 
einer weitgehenden Ausnutzung der verwendeten Kohlenstoffquelle, 
und zwar fast ausschlieBlich zur Bildung neuer Hefekérpersubstanz 
gegeben war. Dieses Schema haben wir im wesentlichen fiir simtliche 
Versuche beibehalten. Es hat bei nahezu 20 mit reinen Zuckerarten 
als Kohlenstoffquelle durchgefiihrten Ziichtungen hohe Ausbeuten 
ergeben, die sich nur wenig voneinander unterschieden. 
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Wenn die Ergebnisse der Versuche verglichen werden sollen, ist 
es aber nicht nur erforderlich, stets die gleichen Ziichtungsbedingungen 
zugrunde zu legen, sondern dariiber hinaus ist dafiir Sorge zu tragen, 
da auch stets gleiche Aussaathefe zur Anwendung gelangt. Eine be- 
friedigende Lésung dieser Forderung gestaltet sich schwierig und war 
nur dadurch méglich, daB unter jeweils gleichen Verhiltnissen, die sich 
an die Hauptversuche anlehnen, neues Hefematerial herangefiihrt 
wurde. 

Damit war eine Basis geschaffen fiir Vergleichsversuche und nur 
so war es moglich, zu Standardziichtungen zu gelangen, d.h. zu Ziich- 
tungen, die bei Anwendung gleicher Mengen einer Zuckerart zu fast 
gleichen Ergebnissen fiihren, also jederzeit reproduzierbar sind. Da 
es sich aber nicht um eine chemische Reaktion, sondern um einen 
komplizierten Stoffwechselvorgang lebender Organismen __handelt, 
werden selbst bei derartigen Standardversuchen geringe Schwankungen 
der Ausbeuteergebnisse unvermeidlich bleiben. 

Nur im Vergleich mit derartigen Standardversuchen ist es denkbar, 
z. B. den EinfluB von Biosstoffen und dergleichen auf Atmung, Hefe- 
wachstum und Vermehrung, sowie auf die Ausbeuten zu studieren. 


Versuchsteil. 
A. Versuchsanstellung. 


Fiir die Heranziichtung der jeweils nétigen Menge an Aussaathefe 
diente als GargefaB ein zylindrischer, 35cm hoher Stutzen mit einem 
Inhalt von etwa 3 Liter. Als Beliiftungskérper wurden gebrannte Steine, 
die eine mittelfeine Beliiftung erméglichten, verwendet. Die Luft wurde 
einer PreBluftleitung entnommen und zwecks Reinigung durch ein Watte- 
filter geleitet. Zur Temperaturregelung stand das GargefaB in einem Wasser- 
bad. In dieser einfachen Gaérapparatur wurde die Aussaathefe 24 Stunden 
vor Beginn des eigentlichen Versuchs herangeziichtet. Garsubstrat war 
hierbei eine 1: 30 verdiinnte Holzzuckermelasse der Bergin A.-G., welche 
mit fein gefallter Kreide neutralisiert und filtriert wurde, wonach die er- 
forderlichen Nahrsalze, auf 40 g reduzierenden Zucker 2,0 g Diammonium- 
phosphat, 1,6 g Ammoniumsulfat, 0,9 g Kaliumsulfat und 0,5 g Magnesium- 
sulfat (MgSO,-7H,O) zugefiigt und nochmals filtriert wurde. 12,0 ¢ 
abgepreBte, in Holzzuckerlésung herangefiihrte Torula utilis wurde als 
Aussaathefe verwendet. Zu Beginn der Ziichtung wurde ein Drittel des 
Diammoniumphosphats, 1,0 g, vorgelegt. In der ersten Stunde der An- 
garung wurden etwa 80 Liter Luft je Stunde durchgeleitet. Die Anstell- 
temperatur betrug 29°C. Wahrend der Zeit der Hauptgarung wurde mit 
150 bis 180 Liter Luft je Stunde geliiftet, die Temperatur wurde hierbei 
um 27°C gehalten. Das Garsubstrat war schwach.sauer, die gebildete 
Saure wurde durch die Zugabe von verdiinntem Ammoniak, entsprechend 
0,7 g Stickstoff, abgestumpft. Der Zulauf erfolgte innerhalb von 6 Stunden 
halbstiindlich, schubweise in gestaffelten Mengen. Die Ziichtungsdauer 
betrug insgesamt 8 Stunden. Wahrend der letzten Stunde der ,,Ausreifung* 
wurde abermals mit etwa 80 Liter Luft je Stunde beliiftet. Die Stickstoff- 
ernahrung war hier bereits, bis auf die geringen Mengen an organischem 
Holzstickstoff der Wiirze, anorganisch. Nach Beendigung der Ziichtung 
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wurde die Hefe durch Abschleudern auf einer Becherzentrifuge (etwa 
4500 Umdrehungen) von der vergorenen Wiirze getrennt, aufgeschlemmt, 
moéglichst fest abgenutscht und bis zu ihrer Verwendung im Eisschrank 
aufbewahrt. Durchschnittlich wurden 80g abgepreBte Hefe erhalten. 
Die so hergefiihrte Hefe diente teils als Aussaathefe fiir den jeweilig 
folgenden Hauptversuch, teils wieder fiir die nachste Vorziichtung von 
frischer Aussaathefe. 

Wiahrend die Heranfiihrung der Stellhefe in einer verhaltnismaBig 
primitiven Garapparatur erfolgte, mit der jedoch immerhin schon be- 
trichtliche Ausbeuten von 49 bis 50% Hefetrockensubstanz aus 100 g 
Zucker erzielt wurden, standen fiir die Hauptversuche zwei Géir- 
apparaturen zur Verfiigung, die demnichst in dieser Zeitschrift be- 
schrieben werden. 

Bei den Standardversuchen mit 1°/,iger Zuckerlésung gelangte eine 
genau gewogene, etwa 70g betragende Menge Zucker zur Anwendung, 
welche zusammen mit den Nahrsalzen, bestehend aus: 2,600 g (N H,),H PO,, 
3,300 g (NH,),SO,, 2,00g K,SO,, und 1,50 g MgSO,.7H,0, in 5 Liter 
Leitungswasser gelést wurde. Samtliche fiir die Liiftungsversuche ver- 
wendeten Salze bzw. Lésungen waren vom Reinheitsgrad ,,zur Analyse‘ 
und wurden von den Firmen Schering, Berlin, bzw. Merck, Darmstadt, 
bezogen. Als Aussaathefe wurde eine 12 bis 14%, des zu erwartenden Zu- 
wachses betragende, genau gewogene Menge frisch herangeziichteter 
Torula utilis verwendet. Es wurde demnach mit einer achtfachen Ver- 
mehrung gearbeitet. Zu Beginn der Ziichtung wurden 1500 cem Leitungs- 
wasser, sowie ein Drittel des Diammoniumphosphats — 1,300 g — vor- 
gelegt und nach Zugabe der aufgeschlemmten Stellhefemenge 500 cem 
der Zuckernéhrsalzlésung zulaufen gelassen. In der ersten Stunde der 
Angarung und der letzten halben Stunde der Ausreifung wurde mit 
40 Liter Luft je Stunde beliiftet. Die Anstelltemperatur betrug 31 bis 
32°C und wurde in der iibrigen Versuchszeit bei 27°C gehalten. Wah- 
rend der Hauptgirung wurde mit 90 Liter Luft je Stunde beliiftet. In 
der achtstiindigen Gardauer wurden demnach 640 bis 650 Liter Luft durch- 
geleitet. Der Sauregrad wurde durch Zugabe einér 1,675 g Stickstoff ent- 
sprechenden Menge stark verdiinnten Ammoniaks reguliert. Der Zulauf 
erfolgte, nach der ersten Stunde beginnend, innerhalb von 6 Stunden halb- 
stiindlich, schubweise in gestaffelten Mengen. Die Ziichtungsdauer betrug 
insgesamt 8 Stunden. Nach Beendigung der Ziichtung wurde unmittelbar 
mit der Aufarbeitung begonnen, um etwaige nachtrigliche Vorgainge beim 
langeren Stehen zu unterbinden. Die Hefesuspension wurde volumen- 
maBig genau erfaBt und zur Ausbeuteermittlung 3 Liter der gut durch- 
gemischten hefehaltigen Fliissigkeit auf einer hochtourigen Becherzentrifuge 
(4000 bis 4500 Umdrehungen) abgeschleudert. Die Hefe wurde sodann aufge- 
schlemmt, quantitativ auf eine Nutsche gebracht, auf einen Wassergehalt 
von 78 bis 79 % trockengesaugt und hiervon anschlieBend Trockensubstanz-, 
Asche- und EiweiBgehalt bestimmt. Die abgeschleuderte hefefreie, vergorene 
Fliissigkeit wurde mit Schwefelséure schwach angesduert und im Eisschrank 
bis zur weiteren, spater beschriebenen Verarbeitung aufbewahrt. 


B. Angewandte Analysenmethoden und ihre Kontrolle mit reinen Substanzen. 


Aussaat- und Erntehefe wurden sofort nach der Wagung analysiert. 
Saimtliche Bestimmungen wurden zwei- bis dreifach durchgefiihrt. 




















Beitrige zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. I. 13 


Trockensubstanz. Die Wageglaischen wurden eine halbe Stunde im 
Trockensechrank bei 105°C vorgetrocknet. Nach Bestimmung des Leer- 
gewichts wurde etwa 1g abgenutschter Hefe zu einer diinnen Schicht 
verteilt, im vorgeheizten Thermostaten bei 105°C getrocknet und vor und 
nach der Trocknung auf der Analysenwaage gewogen. CGewichtskonstanz 
war, wie Vorversuche ergaben, nach 5 Stunden einwandfrei erreicht. 

Aschebestimmung der Hefe. Eine genau gewogene, 1 bis 2 g be- 
tragende Hefemenge wurde in einem vorher ausgegliithten und gewogenen 
Quarztiegel mit kleiner Flamme verschwelt und im Muffelofen mit nicht 
zu starker Flamme bis zum Verschwinden des Kohlenstoffes gegliiht und 
nach dem Erkalten im Exsikkator gewogen. 

Die Ermittlung des Gesamtstickstoffs der Hefe und der vergorenen 
hefefreien Fliissigkeit erfolgte nach Kjeldahl. Kine genau gewogene, etwa 
1 bis 2g betragende Hefemenge — bzw. 100 cem einpipettierte vergorene 
Fliissigkeit nach Ansiuerung und Eindampfen bis zur Sirupkonsistenz 
wurde mit etwa 7g Selenreaktionsgemisch, nach Wieninger, und 30 cem 
konz. Schwefelsiure, D. A: B. 6 1,84, versetzt und 5 Stunden bei anfangs 
kleiner Flamme aufgeschlossen. Das gebildete Ammoniumsulfat wurde in 
iiblicher Weise unter Zufiigung von 80cem Natronlauge ,,nach Kjeldahl** 
in eine Vorlage mit Schwefelséure von bekannter Normalitit tiberdestilliert 
und aus der verbrauchten Menge Schwefelsiure der Stickstoff errechnet. 
Durch Multiplikation mit dem Faktor 6,25 wurde der Gehalt an Rohprotein 
erhalten. 

Die Bestimmung des anorganischen Ammonstickstoffs der vergorenen 
Fliissigkeit erfolgte in Anlehnung an die Methode nach Longi (30), die im 
wesentlichen darauf beruht, Ammoniak in einem Gemisch mit organischem 
Stickstoff durch Magnesiumoxyd unter vermindertem Druck zu vertreiben. 
100 ceem der vergorenen, hefefreien Fliissigkeit wurden in einem 250 ccm 
fassenden Claisen-Kolben mit 3g aufgeschlemmtem Magnesiumoxyd ver- 
setzt und unter vermindertem Druck bei einer Wasserbadtemperatur von 
40 bis 45° C mindestens 100 cem in eine Vorlage mit Schwefelséure von be- 
kannter Normalitat iiberdestilliert und aus der verbrauchten Schwefelsaure- 
menge der Stickstoffwert errechnet. Die Differenz von Gesamtstickstoff und 
Ammonstickstoff wurde als organischer, von der Hefe wieder an die Nahr- 
lésung abgegebener Stickstoff betrachtet. 

Der .formoltitrierbare Stickstoff in der vergorenen, hefefreien Fliissigkeit 
einiger Versuche wurde nach der in Pawlowski-Doemens (31) angegebenen 
Modifikation der Methode nach S. P. L. Sérensen ermittelt. 1000 cem 
NH,-freie vergorene Fliissigkeit wurden unter vermindertem Druck bei 
einer Wasserbadtemperatur von 55 bis 60°C eingeengt, quantitativ in ein 
100 cem fassendes MeBkélbchen iibergespiilt und hiervon, nach Ausfallung 
der Phosphate und Carbonate mit Bariumchlorid und gesattigtem Baryt- 
wasser, in 20 cem der formoltitrierbare Stickstoff bestimmt. 

Die Entfernung von *Ammoniak aus der vergorenen Fliissigkeit erfolgte 
durch Schiitteln mit Natriumpermutit nach Folin, in der von H. Riehm (32) 
beschriebenen Weise. 1500 cem vergorene Lésung wurden viermal mit je 
15 g Natriumpermutit 15 Minuten geschiittelt und dekantiert bzw. filtriert ; 
1000 ecem wurden dann wie oben beschrieben zur Bestimmung des formol- 
titrierbaren Stickstoffs in einem 2 Liter fassenden Claisen-Kolben eingeengt. 

Zur Kontrolle der Methode wurden 150 cem einer Lésung von 5,4580 g 
Ammoniumsulfat in 500 cem Wasser mit weiteren 50 cem Wasser verdiinnt 
und dreimal mit 10 g Natriumpermutit nach Folin je 10 Minuten geschiittelt. 
Durch Formoltitration konnten noch 6,433 mg Stickstoff nachgewiesen 
werden, d.s. 1,86%. 150cem obiger Lésung + 50cem Wasser wurden 

















14 H. Fink u. Jos. Krebs: 


zunachst zweimal mit je 10g Natriumpermutit 15 Minuten und hierauf 
zweimal mit je 10g 10 Minuten geschiittelt. Durch Formoltitration konnte 
kein Stickstoff mehr nachgewiesen werden. Es wurden demnach durch 
viermaliges Ausschiitteln mit je 10 g Natriumpermutit 346,5 mg Stickstoff 
aus der Lésung entfernt. 


Die Zuckerbestimmung erfolgte nach der in Pawlowski-Doemens (33) 
angegebenen Modifikation der Methode nach KAjeldahl- Bertrand. Zur 
Anreicherung des in der vergorenen Fliissigkeit etwa noch vorhandenen 
Zuckers wurde diese im Unterdruck eingeengt. 


Alkoholbestimmung. 1 bis 2 Liter vergorene, hefehaltige Fliissigkeit 
wurden abdestilliert und der Alkohol durch wiederholte Destillation an- 
gereichert; nach Zugabe von 2 g Kaliumhydroxyd wurde nochmals alkalisch 
zur Ausschaltung von Begleitstoffen destilliert und aus dem pykno- 
metrisch ermittelten spezifischen Gewicht nach der Tabelle von Doemens (34) 
der Alkoholwert errechnet. Der Alkohol der Waschflasche wurde gesondert 
bestimmt. 

Die Bestimmung der Milchsdure bei den spateren Versuchen, denen als 
Kohlenstoffquelle Milchséiure vorgelegt wurde, erfolgte in Anlehnung an 
die von Moufang und F.Groffeld (35) angegebenen Methoden, welche 
auf der Léslichkeit des Barium- bzw. Natriumlactates in hochprozentigem 
Alkohol beruhen. 

Kontrollbestimmungen. 1. Einwaage 476,5 mg kaéufliche Milch- 
saure D. A. B. 6 1,21. 

a) Titration: Zwecks Verseifung der anhydrisierten Saéure wurde die 
Lésung mit einer tiberschiissigen Menge einer etwa n/10 Natronlauge 
versetzt, 10 Minuten auf dem Wasserbad erhitzt und die iiberschiissige 
Natronlauge mit n/10 Schwefelséure gegen Neutralrot zuriicktitriert. Es 
wurden 461,5 mg Milchséiure gefunden. 

b) Nach der von GroBfeld angegebenen Methode iiber Natriumlactat 
wurden 465,0 mg Milchséure gefunden. Abweichung gegeniiber dem Titra- 
tionswert 0,7 %. Uber Bariumlactat wurden 430,5 mg Milchsiure gefunden. 
Differenz gegen den Titrationswert 31,0 mg; Abweichung 6,7 %. 

2. 15 cem Milchséure wurden auf 150 cem verdiinnt. 

5eem der Lésung enthielten nach der Titration 583,0 mg Milchsaure 
und nach der Bestimmung iiber das Natriumlactat 588,0 mg Milchsaure. 
Di> Differenz betragt 5 mg und die Abweichung gegeniiber dem Titrations- 
wert 0,9 %. 

Zum Nachweis sowie zur quantitativen Bestimmung der Brenztrauben- 
sdure wurde der von E. Simon und C. Neuberg (36) beschriebene Weg, die 
Brenztraubenséure als 2, 4-Dinitrophenylhydrazon aus salzsaurer Lésung 
auszufallen und nach Trocknung gravimetrisch zu bestimmen, eingeschlagen. 
Kaufliche Brenztraubensiure wurde unter vermindertem Druck frisch 
destilliert und von drei Fraktionen die mittlere, bei 71 bis 76°C iiber- 
gehende, verwendet. 

Kontrollbestimmungen. Sinwaage 91,8 mg frisch destillierte 
Brenztraubensaure. 

1. Durch Titration mit n/l0 Natronlauge gegen Phenolphthalein 
wurden 90,6mg gefunden. 

2. Durch die Ausfallung mittels 2, 4-Dinitrophenylhydrazin nach der 
von Simon und Neuberg angegebenen Weise wurden erhalten: a) 269,9 mg 
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Hydrazon, entsprechend 88,6 mg Brenztraubenséiure. Abweichung gegen 
den Titrationswert 2,2%; b) 273,0 mg Hydrazon, entsprechend 89,6 mg 
Brenztraubensaure. Abweichung gegen den Titrationswert 1,1 °%. 


Versuchsergebnisse. 
I. Standardversuche mit reinen Zuckerlésungen. 

Zur Ermittlung der aus Zucker als alleinige Kohlenstoffquelle 
in Laboratoriumsversuchen tatsachlich erreichbaren Héchstausbeuten 
an Hefetrockensubstanz wurden mehrere Versuche mit reinen Zucker- 
lésungen, sowohl von Di- als auch von Monosacchariden bei nur an- 
organischer Stickstoffernahrung nach den Standardbedingungen durch- 
gefiihrt. Es kamen Seecharese, Glucose, Maltose und Lactose zur An- 
wendung. Es wurde angestrebt, die Alkoholbildung auf ein Minimum 
herabzudriicken. Dies konnte, wie erwahnt, einerseits durch ent- 
sprechende Wahl des Garungserregers, andererseits durch eine passende 
Garfiihrung und Konzentration der Zuckerlésung erreicht werden. 
Als Garungsorganismus wurde, wie schon erwaihnt, Torula utilis ver- 
wendet. Die Garfiihrung wurde so eingehalten, daB sie den optimalen 
Wachstumsbedingungen von Torula utilis entsprach und somit die 
Moglichkeit einer weitgehenden Ausnutzung der Kohlenstoffquelle fast 
ausschlieBlich zur Bildung von neuer Hefezellsubstanz gegeben war. 
Um den EinfluB der Zuckerkonzentratien auf die Hefeausbeute klar- 
zustellen und auch hier die giinstigsten Bedingungen anwenden zu 
koénnen, wurden zunachst Versuche mit 5-, 2-, 1- und '/,% igen Zucker- 
lésungen durchgefiihrt. Diese ergaben, wie aus nachfolgender Tabelle 
zu ersehen ist, daB bei 1 °,iger Nahrlésung die Alkoholbildung bereits 
auf einen unbedeutenden Wert gesunken war, wahrend die Ausbeuten 
an Hefetrockensubstanz entsprechend anstiegen und auch durch die 
Versuche mit !/, °,igen Nahrlésungen nicht mehr iiberschritten wurden. 

Die tibrigen Versuche wurden nun in 1% igen Lésungen durch- 
gefiihrt. Bestimmt wurden der Zuwachs an Hefetrockensubstanz, 
Eiwei8 und organischen Stoffen, die Menge der hierbei gebildeten 
Kohlensaure, ferner in der vergorenen Fliissigkeit der Restzucker, die 
gebildete Alkoholmenge, der gesamte Reststickstoff, der anorganische 
und bei einigen Versuchen noch der formoltitrierbare Stickstoff. In 
der vergorenen Fliissigkeit einiger Ziichtungen konnten z. T. betracht- 
liche Mengen an sowohl aus Zucker als auch aus Milchsaure gebildeter 
Brenztraubensdure nachgewiesen werden. Bei zwei Versuchen mit 
Glucose wurde bei sonst unverinderten Bedingungen wiahrend des 
gesamten Garverlaufes statt Luft reiner Sauerstoff, welcher einer Bombe 
entnommen war, hindurchgeleitet, um die eventuelle Einwirkung 
reinen, elementaren Sauerstoffs auf Atmung und Wachstum der Hefe 
und die Ausbeuten festzustellen. Interessant ist der Befund, daB Mal- 
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tose von Torula utilis ohne weiteres zur Bildung von neuer Hefezell- 
substanz verwertet wird und dabei normale Ausbeuten ergibt, wahrend 
nach Lafar und Henneberg (38) Maltose von den Torulaceen nur schwierig 
oder iiberhaupt nicht zu Alkohol vergoren wird. Im AnschluB an diese 
Betrachtungen ist die Feststellung von Hartmann (39) iiber eine so- 
genannte ,,rassenspaltige‘‘ Torulaart erwihnenswert, welche nur zeit- 
weise Maltose zu vergiren vermag. Der Milchzucker wurde von Torula 
utilis im Liiftungsverfahren nicht ausgenutzt. Nach Angaben von 
Lafar und Henneberg wird Milchzucker, mit Ausnahme von einigen 
speziellen auf Milch und Kase vorkommenden Arten, durch Torulaceen 
nicht in Alkohol und Kohlensaure gespalten. 

Simtliche zur Anwendung gelangten Zuckerarten waren von 
héchstem Reinheitsgrad. Es wurden verwendet: Rohrzucker fiir kalori- 
metrische Bestimmungen, reinst wasserfrei, D. A. B. 6: Maltose reinst : 
Milchzucker fiir bakteriologische Zwecke. Bezugsquelle war die Fa. 
Schering- Berlin. 

Die Ergebnisse der Versuche mit reinen Zuckerlésungen sind in Tabelle I 
zusammengestellt. Es sind angefiilrt: 


In Spalte 1 die Nummer des Versuchs. 
eae 2—5 Zuckerart, angewandte Menge und Konzentration der 


Lésung. Die Disaccharide sind noch auf Invertzucker 
bzw. die entsprechende Glucosemenge umgerechnet. 


we 6 die angewandte Stickstoffmenge, zu 100° anorganisch, 
bestehend aus NH,, (NH,),.8O,, und (NH,),HPO,. 
wig ala 7—13 Trockensubstanz, Stickstoff, EiweiS und Asche der 


Aussaathefe in % bzw. g. 
ges ty 14—20 Trockensubstanz, Stickstoff, EiweiB und Asche der 
Erntehefe in % bzw. g. 
s+ 9, 21—23 der Gehalt der gesamten vergorenen, hefefreien Fliissig- 
keit an Reststickstoff, Restzucker und der gesamte 
gebildete Alkohol in g. . 
é 24—30 die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz, Eiweif und 
organischen Stoffen in g, bezogen auf 100g verbrauchten 
Zucker (Glucose), auf 100g Glucose abziiglich des zur 
Bildung des vorgefundenen Alkohols nach der Alkohol- 
gleichung erforderlichen Zuckers (Glucose — 1,96 
x Alkohol) bzw. auf 100g angewandten Kohlenstoff. 
> »  38l—33 die ermittelte Kohlensiuremenge in g, sowie bezogen 
auf 100 g verbrauchten Zucker bzw. auf 100 g Zuwachs 
an Hefetrockensubstanz. 
pee | die Abweichungen der Stickstoffbilanz. 


Versuch 1 wurde mit 5%iger Saccharose-, Versuch 3 mit 5 %iger 
Glucoselésung durchgefiihrt. Der Zucker wurde bei beiden fast restlos 
abgebaut, doch wurden bei ersterem 25°, hiervon in Alkohol um- 
gewandelt, bei Versuch 3 etwas iiber 19° des Zuckers. Die Ausbeuten 
an Hefetrockensubstanz liegen entsprechend niedrig und _ betragen 
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33,10 bzw. 41,20°% des Zuckers. Auf 100 g (Zucker — 1,96 « Alkohol) 
bezogen sind die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz jedoch 44,1 und 
51,0 g. Versuch 2 wurde mit 2 %,iger Saccharose-, Versuch 4 mit 2 %Liger 
Glucoselésung angestellt. Die Alkoholbildung sank gegeniiber den beiden 
ersten Versuchen. Es wurden nur noch 3,2 und 7,5°% des Zuckers in 
Alkohol umgewandelt. Die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz be- 
tragen 47,45 und 48,00 g je 100g Glucose und 49,0 bzw. 51,9 g auf 
100 g (Glucose — 1,96 « Alkohol). Es ist also auf Kosten des Alkohols 
der Hefezuwachs gesteigert worden. Auf (Zucker — 1,96 « Alkohol) 
bezogen sind die Unterschiede jedoch wesentlich geringer. Die Bedin- 
gungen dieser vier Ziichtungen waren die gleichen wie bei den 1 igen 
Versuchen, die Nahrsalzgabe betrug das Fiinf- bzw. Zweifache. 

Bei den Versuchen 5 bis 12 wurden 1 °,ige Zuckerlésungen angewandt. 
Die Alkoholbildung war hierbei nur gering und schwankte zwischen 
3,238 und 0,384 g je 70g Glucose. Die Ausbeuten an Hefe sind 47,85 
bis 52,30 g je 100g Glucose und 51,10 bis 53,70 g je 100 g (Glucose 

— 1,96 x Alkohol). Die Ausbeuten an Eiwei®B liegen zwischen 26,95 
und 29,90 % der angewandten Glucosemenge. 

Bei Versuch 13 und 14 wurden statt Luft durchschnittlich etwa 
20 Liter reiner Sauerstoff je Stunde durchgeleitet. Die Girdauer betrug 
ebenfalls 8 Stunden. Es trat hierbei weder in der Zusammensetzung 
der Erntehefe noch in der Ausbeute eine bemerkenswerte Anderung 
ein gegeniiber den tiblichen Versuchen mit Luft. Es wurden 0,513 
und 0,128 g Alkohol gebildet. Die Ausbeuten an Hefe betrugen 50,07 
und 49,05 g je 100g Glucose und 50,80 bzw. 49,20 g¢ je 100g (Glu- 
cose — 1,96 x Alkohol). Auch hinsichtlich der frei gewordenen Kohlen- 
dioxydmenge trat keine augenfallige Abweichung ein. Diese Versuche 
zeigen, daB selbst bei intensivster Liiftung die Ausbeuten nicht weiter 
zu, steigern sind. 

Bei Versuch 15 und 16 wurde nach Beendigung der Ziichtung eine 
Stunde elementarer, aus einer Bombe entnommener Stickstoff durch- 
geleitet, um eine weitere aerobiontische Tatigkeit der Hefe zu unterbinden 
und die eventuell im Substrat und GargefiB noch enthaltene Kohlen- 
siure quantitativ in die Waschflaschen iiberzufiihren. Auch hierdurch 
ergab sich keine auffallende Abweichung von den iibrigen Ergebnissen. 

Bei Anwendung !/, %iger Glucoselésung, wie dies bei Versuch 17 
und 18 der Fall war, wurde die Alkoholbildung véllig unterdriickt. 
Die Ausbeuten an Hefe betrugen hierbei 52,45 und 51,05% des an- 
gewandten Zuckers. 

Bei Versuch 19 gelangte eine 1 °,ige Maltoselésung zur Anwendung : 
dabei wurde die Maltose von Torula utilis zum Aufbau von Hefekérper- 
substanz fast restlos verwertet. Die Hefeausbeuten betrugen 49,70 °, 
der umgesetzten Maltosemenge und 50,00 °% von (Maltose — 1,96 « Al- 
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kohol). Auffallend gegeniiber den sonstigen Versuchen war die um 
l'/, bis 2 Stunden verzégerte Angarung. Die Gardauer betrug ins- 
gesamt 9 Stunden. 

Die mit 1 °%,iger Lactose durchgefiihrte Ziichtung wies keinen Zu- 
wachs an Hefetrockensubstanz auf. 

Bei allen Versuchen war die Zusammensetzung der erzielten Hefe 
normal. Der Eiwei®gehalt schwankte zwischen 48,15 und 59,60 °%, 
und betrug im Mittel 55,45°,, gegentiber einem solchen von 50,12 °, 
in der Aussaathefe. Der Aschegehalt schwankte zwischen 7,47 und 
951° und war im Mitte! 8.71%. Zu Ausbeuten und Kohlensaure 
wird in einer spateren Veréffentlichung noch naher Stellung genommen. 

In den vergorenen Fliissigkeiten der Ziichtungen 1 und 2 konnte 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin in salzsaurer Lésung ein hellgelber 
Niederschlag erhalten werden, der in der Farbreaktion mit alkoholischer 
Kalilauge und auch im Schmelzpunkt dem Hydrazon der Brenztrauben- 
siure entsprach. Der unkorrigierte Schmelzpunkt nach nochmaliger 
Umfallung war 209°C, der Mischschmelzpunkt 212°C. Der Schmelz- 
punkt von reinem Brenztraubensaéure-2, 4-di-nitrophenylhydrazon be- 
tragt nach Simon und Neuberg (36) 216°C. Beim Zusatz einer Lésung 
von Nitroprussidnatrium und Ammoniak zu der eingeengten vergorenen 
Fliissigkeit trat eine violette Farbung ein, die mit Kalilauge in Dunkelrot 
und durch Zugabe von Essigséure in Blau iiberging. Mit reiner Brenz- 
traubensiure wurden die gleichen Farbreaktionen erhalten. Aus der 
erhaltenen Hydrazonmenge lieBen sich bei Versuch 1 3,60 g, und bei 
Versuch 2 1,16 g Brenztraubenséure errechnen. 





Eine mit der gleichen Hefe und 60 g Saccharose angestellte tibliche 
Alkoholvergarung (37) wurde nach Beendigung der Garung wie oben 
mit 2, 4-Di-nitrophenylhydrazin versetzt, doch wurde kein Niederschlag 
erhalten. Auch die Farbreaktion mit Nitroprussidnatrium verlief 
negativ. 

Zusammenfassend laBt sich sagen: Bei den Standardziichtungen mit 
reinen 1 /,igen Zuckerlésungen wurden Ausbeuten an He fetrockensubstanz 
bis zu 52,30 °%%, des gesamten verbrauchten Zuckers und bis zu 53,70°%, von 
(Glucose — 1,96 « Alkohol) erhalten. Diese Ausbeuten konnten weder 
durch direkte Zufuhr von reinem Sauerstoff noch durch Verminderung 
der Zuckerkonzentration auf /,°%, weiter gesteigert werden. Die Versuche 
zeigen ferner, daB die Ausbeuten aus diesen rein synthetischen Nahr- 
lésungen keineswegs hinter den aus vergirbarem Zucker in Holzzucker- 
lésungen u. a. erreichbaren zuriickstehen. Die Alkoholbildung ist weit- 
gehend ausgeschaltet worden. Der Anfall an Kohlensdure betrug 58 bis 534. 


II. Standardversuche mit ,,Bios‘*-haltigen Zuckerlésungen. 
Die weitere Aufgabe bestand nun darin, den EinfluB bioshaltiger 
Stoffe auf die nach den Standardziichtungen erhaltenen Ausbeuten 
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zu studieren. Es liegt die Vermutung nahe, daB durch den Zusatz von der- 
artigen Stoffen eine weitere Steigerung des Hefewachstums und damit auch 
der Ausbeuten hervorgerufen wird, die nicht auf einer erhéhten Zugabe 
irgendwelcher Kohlenstoffquellen, sondern auf einer héheren Ausniitzung 
der schon vorhandenen C-Quellen fiir den Aufbau neuer Zellsubstanz 
beruht. Es ware z. B. denkbar, da8 ein Teil des bisher nicht ausgenutzten 
oder zur Bildung von Nebenprodukten verbrauchten bzw. zur Energie- 
gewinnung direkt verbrannten Zuckers nun zum Aufbau neuer Hefe- 
kérpersubstanz ausgewertet wird, dab gewissermaBen der Reaktions- 
mechanismus umgesteuert wird. 

In einer zweiten Reihe von Versuchen wurden nun den Nahrlésungen 
Ausziige von Wuchsstofftrigern und Biospraiparate zugesetzt. Beim 
ersten Versuch dieser Serie gelangte unter Standardbedingungen 
filtrierte siiBe Kartoffelmaische, der noch die erforderlichen Nahrsalze 
zugefiigt wurden, zur Anwendung. Dieser Versuch diente jedoch 
weniger dem Studium der Einwirkung von Biosstoffen, sondern wurde 
vielmehr in Anlehnung an die Maltoseziichtung durchgefiihrt und wurde 
in dieser Tabelle mit zusammengefaBt, da es sich nicht mehr um eine 
Ziichtung in synthetischer Nahrlésung handelt. Bei den itibrigen Ver- 
suchen gelangte eine 1 °,ige Glucoselésung zur Anwendung, der noch 
Malzkeimausziige, Extrakte von Trockeneigelb sowie angereicherte oder 
reine Biosprdéparate zugesetzt wurden. Die Ergebnisse dieser Versuche 
sind in Tabelle I] zusammengefaBt. Es sind angefiihrt: 


In Spalte 1 die Nummer des Versuchs. 
Beer ae 2—5 die Zusammensetzung der Nahrlésung: Angewandte 


Zuckermenge in g, Art und Menge des bioshaltigen 
Stoffes, die angewandte Stickstoffmenge und das Ver- 
haltnis von anorganischem zu organischem Stickstoff 
in SS. 

a “a 6—12 Trockensubstanz, Stickstoff-, EiweiB- sowie Aschegehalt 
der Aussaathefe in % bzw. g. 

eee 13—19 Trockensubstanz, Stickstoff-, EiweiB- und Aschegehalt 
der Erntehefe in % bzw. g. 

» os  20—26 die Ausbeuten an Hefetrockensubstanz, Eiwei8 und 
organischen Stoffen je 100g verbrauchter Glucose, je 
100 g (Glucose — 1,96 x Alkohol) bzw. je 100g ange- 
wandten Kohlenstoffs. 


er 27—29 der Gehalt der vergorenen Wiirze an gesamtem Rest- 
stickstoff, Restzucker und der gesamte gebildete Alkohol 
in g. 

hanes 30 die Abweichungen der Stickstoffbilanz. 


* ~ 31—33 die ermittelte Kohlensiuremenge in g, sowie bezogen auf 
100 g verbrauchter Glucose bzw. auf 100g Zuwachs an 
Hefetrockensubstanz. 


Bei Versuch 21 diente als Nahrstoff filtrierte, ,,siiBe‘‘ Kartoffelmaische 
einer Brennerei. Es kamen 700 cem Filtrat von 19,8° Bllg. zur An- 
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wendung, welche 102,9 g reduzierenden Zucker, als Maltose berechnet, 
108 g vergirbaren Zucker, 1,279 g Gesamtstickstoff und 0,148 g an- 
organischen Stickstoff enthielten. Das Filtrat wurde verdiinnt und nach 
Zugabe der Nahrsalze nochmals filtriert. Die Angarung war zégernd; 
die gesamte Gardauer betrug 9 Stunden. In der vergorenen Fliissigkeit 
waren noch 13,60 g reduzierender Zucker, als Maltose berechnet, vor- 
handen; an Alkohol wurden 1,264 g gebildet. Die Hefeausbeute betrug 
39,00 °,, der Reduktionsdifferenz und 40,15 %, von (Reduktionsdifferenz 
1,96 « Alkohol). 

Versuch 22 und 23 wurden in 1 %igen Glucoselésungen durchgefiihrt 
mit einem Zusatz von Malzkeimausziigen als Biostrdger. Die Nihrlésung 
von Ziichtung 22 enthielt 275 ccm Malzkeimauszug, welcher wie folgt 
hergestellt wurde: 105 g Malzkeime wurden in 2000 cem Wasser ein- 
geteigt und eine Stunde auf 75°C erwarmt und filtriert. 275 cem des 
Auszuges enthielten 5,61 g Trockenriickstand, 2,070 g reduzierenden 
Zucker, berechnet als Maltose, 335,7 mg Gesamtstickstoff davon 317,9 mg 
organischen Stickstoff. In der vergorenen Fliissigkeit waren noch 
1,40 g reduzierender Zucker vorhanden. Die Ausbeute an Hefe betrug 
49,40 % der verschwundenen Glucosemenge und 54,30 % von (Glucose 

- 1,96 « Alkohol). Ferner wurden 3,236 g Alkohol gebildet. Der 
Nahrlésung von Ziichtung 23 waren 500 ccm eines Auszuges von frischen 
Malzkeimen zugesetzt. Hierfiir wurden 100g frische Malzkeime in 
3000 cem Wasser eingeteigt, 1 Stunde auf 70°C erwirmt und an- 
schlieBend filtriert. Die 500 ccm des Auszuges enthielten 11,04 g 
Eindampfriickstand, 5,58 g reduzierenden Zucker, als Maltose be- 
rechnet, und 4,31 g vergirbaren Zucker. Der Gesamtstickstoff betrug 
619,5 mg, der organische 588,6 mg, wovon 192,6 mg formoltitrierbar 
waren. In der vergorenen Fliissigkeit waren noch 1,56 g reduzierender 
Zucker enthalten. Die Ausbeuten an Hefefrockensubstanz betrugen 
53,50 °%, der verschwundenen Glucosemenge und 54,50°% der (Glu- 
cose — 1,96 x Alkohol). Der Alkoholgehalt betrug 0,717 g. Da in der 
vergorenen Fliissigkeit nur noch 71,4 mg formoltitrierbarer Stickstoff 
vorhanden waren, ist anzunehmen, daB8 121,2 mg Stickstoff in Form 
von Aminosaéuren usw. von der Hefe aufgenommen wurden und zu einer 
irhéhung der Hefeertrage fiihrten. 

Den Nahrlésungen von den Versuchen 24 und 25 waren als Bios- 
triger 200 bzw. 150 ccm eines wasserigen Auszuges von Trockeneigelb 
zugesetzt. Wie einleitend erwahnt, diente Trockeneigelb bei den Arbeiten 
von Kégl als Ausgangsmaterial fiir die Gewinnung von Biotin. Das Eigelb 
von vier Hiihnereiern wurde im Unterdruck getrocknet. 21 g dieses 
Eigelbs wurden mit 50 ccm Wasser zunachst bei Zimmertemperatur 
5 Stunden ausgezogen, die Fliissigkeit abdekantiert und entfernt. Mit 
150 cem Wasser wurde nun das Eigelb 1 Stunde gekocht und filtriert. 
Der Filterriickstand wurde abermals durch |stiindiges Kochen mit 
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150 cem Wasser extrahiert und filtriert. Filtrat 1 und 2 wurden ver- 
einigt und hiervon 200 cem fiir die Ziichtung 24 verwendet. Diese ent- 
hielten 1,736 g Trockenriickstand, 0,115 g Asche und 60 mg Gesamt- 
stickstoff. Fiir den Liiftungsversuch 25 wurden 150 ccm eines in gleicher 
Weise hergestellten Trockeneigelbauszuges angewandt, welche 1,301 g 
Trockenriickstand, 45 mg Gesamtstickstoff und 0,837 g Asche enthielten. 
Die Gardauer betrug im ersteren Versuch 9 Stunden, im letzteren 
8 Stunden. Die Hefeertrage waren nur geringe, und zwar bei Versuch 24 
27,08 °%, des Zuckers und bei Versuch 25 36.01%. Auf 100g (Glu- 
cose — 1,96 x Alkohol) bezogen waren sie 51,00 g bzw. 53,30. Bei 
beiden Versuchen sind dagegen betrachtliche Mengen an Alkohol ent- 
standen, namlich 16,769 und 11,588 g. Die Erntehefe wies eine normale 
Zusammensetzung in bezug auf Asche-, Stickstoff- bzw. EiweiBgehalt 
auf. Die beiden Versuche fiihrten also zu einem deutlichen Abfall der 
Hefeausbeuten. Durch den Zusatz eines Auszuges von Trockeneigelb 
wird demnach keine Wachstumssteigerung und Ausbeuteerhéhung 
erreicht, sondern im Gegenteil die Alkoholbildung begiinstigt und das 
Hefewachstum gehemmt. 

Einen eindeutigen AufschluB iiber den EinfluB der Biosstoffe auf 
das Hefewachstum und die Hefeausbeuten aus Zucker werden aber nur 
reine Biosfaktoren oder mindestens an solchen stark angereicherte 
Praparate geben, die in so minimalen Dosen angewandt werden kénnen, 
daB sie keine fiir den Hefezuwachs ausschlaggebende Mengen an Kohlen- 
stoffquellen mehr enthalten, also bei der Bilanz véllig vernachlassigt 
werden kénnen, aber auch keine auf das Hefewachstum stérend oder 
hemmend wirkende Ballaststoffe mehr vorhanden sind. In dankens- 
werter Weise hat Herr Prof. F. Kégl, Utrecht, fiir diese Zwecke 0,76 g¢ 
eines Acetoneluates der ersten Kohleadsorption eines Auszuges von 
Eigelb, welches vornehmlich eine Anreicherung des Biosfaktors II 
darstellt, iiberlassen. In entgegenkommender Weise stellte fiir diese 
Versuche Werk Elberfeld der I. G. Farben 0,1 g Vitamin B,-Chlor- 
hydrat zur Verfiigung, wofiir wir unseren besten Dank aussprechen. 
Als dritter Biosfaktor wurde von der Fa. Dr. Frénkel Dr. Lan- 
dau, Berlin, Inosit, inaktiv, nicht spaltbar, kauflich erworben. Mit 
diesen drei Biosfaktoren wurden nun Ziichtungsversuche mit 1 °,igen 
Glucoselésungen unter Standardbedingungen durchgefiihrt, sowohl mit 
jedem einzelnen der Praparate, als auch mit den méglichen Kom- 
binationen von je zwei und schlieBlich mit samtlichen drei Faktoren. 
Die Ergebnisse dieser Ziichtungen sind in den Versuchen 26 bis 32 der 
Tabelle zusammengestellt. 

Bei Versuch 26 wurden 48,8 mg des Biotinpriiparates, welche nach 
Mitteilung von F. Kégl rund 537000 Saccharomyces-Einheiten (S.-E.) 
aufwiesen, zugefiigt. Hierbei betrugen die Ausbeuten an Hefetrocken- 
substanz 50,44 g je 100 g Glucose und 51,00 g je 100 g (Glucose — 1,96 
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x Alkohol), An Alkohol waren aus 70,00 g Glucose 0,318 g ent- 
standen. 

Versuch 27 wurde mit einem Zusatz von 89,5 mg Inosit ausgefiihrt. 
Die Hefeausbeuten betrugen hierbei 49,50 °% der Glucose und 49,60 % 
von (Glucose — 1,96 x Alkohol). Daneben sind noch 0,042 g Alkohol 
aus 70,00 g Glucose entstanden, die in der Alkoholwaschflasche enthalten 
waren, waihrend in der vergorenen Fliissigkeit kein Alkohol mehr pykno- 
metrisch nachgewiesen werden konnte. 

Bei Versuch 28 wurden der Nahrlésung 14 mg Vitamin B,-Chlor- 
hydrat zugesetzt. Hierbei wurden Hefeertrige von 50,70 bzw. 50,80 °%, 
erzielt. Die Alkoholmenge betrug 0,074 g aus 70,00 g Glucose. 

Den Nahrlésungen der Ziichtungen 29, 30 und 31 wurden je zwei, der 
Ziichtung 32 alle drei Biospraiparate zugesetzt. Die Nahrlésung von 
Versuch 29 enthielt 110,5 mg des Biotinpraparates (die 1210000 8.-E. 
entsprechen) und 139,2 mg Inosit. Es wurde eine Ausbeute an Hefe- 
trockensubstanz von 51,95°% der Glucose und 52,20°% von (Glucose 

1,96 < Alkohol) erhalten. An Alkohol wurden aus 70,00 g Glucose 
0,210 g gebildet. Versuch 30 enthielt 138,7 mg des Biotinpraparates 
(1500000 8.-E. entsprechend) und 12,1 mg Vitamin B,-Chlorhydrat. Es 
war keine erfaBbare Alkoholmenge mehr vorhanden; die Hefeausbeute 
war 50,50°% der Glucose. Versuch 31 enthielt 11,7 mg Vitamin B,- 
Chlorhydrat und 100,6 mg Inosit. Die Alkoholbildung betrug 0,051 g 
aus 70,00 g Glucose, die Ausbeutén an Hefetrockensubstanz waren 
51,50 bzw. 51,60%. Versuch 32 enthielt 102,2 mg des Biotinpraiparates 
(entsprechend 1100000 8.-E.), 13,7 mg Vitamin B,-Chlorhydrat und 
140,6 mg Inosit. Es wurde kein Alhokol vorgefunden; die Ausbeute 
an Hefetrockensubstanz war 49,85 %. 

Zusammenfassend kann zu der zweiten Fragestellung (S.10) gesagt 
werden, dap bei der Ziichtung von Torula utitis durch die Zugabe von 
bioshaltigen Stoffen zu den Nahrlésungen keine Steigerung der Ausbeuten 
an Hefetrockensubstanz gegeniiber den Standardziichtungen in reinen Zucker- 
lésungen erzielt wird, bei Anwendung von Ausziigen z.T. sogar eine 
Umsteuerung zur Alkoholbildung bzw. eine Hemmung des Hefewachs- 
tums eintritt. Untersuchungen iiber den Einflu8 der Biosstoffe auf 
die Wachstumsgeschwindigkeit wurden nicht angestellt. Die erzielten 
Erntehefen zeigten durchweg eine normale Zusammensetzung. 

Die theoretische Auswertung der Versuchsergebnisse soll einer 
spateren Mitteilung vorbehalten sein. 
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Beitrige zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. 
II. Mitteilung. 
Eine Apparatur fiir standardisierte Hefeziichtungen nach dem Liiftungs- 
verfahren. 
; 

Von H. Fink, R. Lechner und Jos. Krebs. 

(Aus der Landwirtschaftlichen Fakultat der Universitat Berlin, Institut fiir 

Garungsgewerbe.) 

(Eingegangen am 4. Mai 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Fiir das Studium der biologischen EiweiBsynthese durch Hefe mit 
verschiedenen Rohstoffen! ist in unserem Institut im Laufe der letzten 
3 Jahre eine vielseitig verwendbare Apparatur (Abb. 1) herausent- 
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1 Diese Zeitschr. 278, 23, 372, 1935; 283, 71, 1935; 286, 83, 1936; 290, 
135, 447, 1937; 296, 306, 1938. Zusammenfassende Darstellung: Angew. 
Chem. 51, 475, 1938. 

















it 


t- 





Beitrage zur biologischen Zellsubstanz-Synthese der Hefe. II. 29 


wickelt worden, die speziell fiir standardisierte Versuche sehr gute 
Dienste tat. 

Die GréBenverhaltnisse haben wir so gewahlt, daB die Versuche im 
Laboratorium immerhin schon weitgehende Voraussagen fiir Versuche 
im technischen Mafstabe gestatten, was sich auch tatsaichlich in vielen 
Fallen gezeigt hat. Aus diesem Grunde muBten Mikroziichtungs- 
methoden, mit denen vielleicht manche rein wissenschaftliche Frage- 
stellung hatte mit geringerem Aufwand schneller gelést werden kénnen, 
zunachst zuriickgestellt werden. Ein weiterer Grund, warum wir uns 
fiir gréBere Dimensionen entschieden, war der folgende: Es muBte der 
Anfall an geernteter Hefe immerhin so groB sein, daB nicht nur Stellhefe 
fiir weitere sich anschlieBende oder abzweigende Ziichtungsversuche 
vorhanden war, sondern daB auch eine griindliche analytische Unter- 
suchung nicht nur der Erntehefe auf ihre verschiedenartige Inhaltsstoffe, 
sondern auch der oft recht verdiinnten verbrauchten Nahrlésung auf die 
verschiedenen Bestandteile méglich war. So hatte z. B. die bequeme 
und schnellere, von verschiedenen Verfassern modifizierte nephelo- 
metrische Verfolgung des Hefewachstums fiir unsere Problemstellung 
nur sehr beschrankten Wert gehabt, da im besten Falle iiber die Zahl 
der Zellen, nicht aber iiber deren analytische Zusammensetzung Auf- 
schliisse hatten erhalten werden kénnen. Nach unseren Erfahrungen 
kann aber z. B. der EiweiBgehalt von Hefen, der bei der biologischen 
EiweiBsynthese natiirlich eine denkbar wichtige Rolle spielt, von etwa 
45 bis 61°/ schwdnken. 

An der nunmehr zu beschreibenden gesamten Versuchsanordnung 
hat man die eigentliche Ziichtungsapparatur und die vor- und nach- 
geschalteten Hilfsgeraite zu unterscheiden, sowie die Bedienungsbiihne. 

Die eigentliche Ziichtungsapparatur besteht aus einem oder mehreren 
Glaszylindern von je etwa 100em Héhe und etwa 10¢m lichtem Durch- 
messer mit einem Inhalt von 8 bis 10 Liter. An den Enden sind die Glas- 
zylinder mit geschliffenen Glaswiilsten versehen, so daB mehrere Zylinder 
iibereinandergesetzt und durch geeignete Dichtungen mit Metallflanschen 
dicht verbunden werden kénnen. Es entsteht so eine turmartige, oft mehrere 
Meter hohe Anordnung, die ebenso wie eine Einzelréhre durch die Boden- 
platte bzw. die Deckplatte gasdicht verschlossen werden kann. An den 
Glaszylindern sind auBerdem noch ein oder zwei Glastubusse seitlich an- 
gebracht, die zur Aufnahme von Mefinstrumenten versechiedener Art 
(Thermometer, registrierende Temperaturschreibe-, registrierende py-Mes- 
sungen, rH-Messungen usw.) dienen kénnen. An der verzinnten Bodenplatte 
befindet sich die Luftzufiihrung, an der verschiedenartige Beliiftungskérper 
auswechselbar angebracht werden kénnen. Meistens wurde mit verschieden 
groBen Porolithkerzen, die samt Verschraubungen nach unseren Angaben 
im Filterwerk MeiBen angefertigt worden waren, gearbeitet. Sie gewahr- 
leisteten eine sehr feine Luftverteilung. Weiterhin verwendeten wir Sieb- 
platten aus Metall mit verschiedenartiger Lochung. Anzahl der Lécher und 
Lochdurchmesser waren jeweils genau bekannt. Durch die Bodenplatte 
fiihrte ferner eine verzinnte Metallrohrschlange einerseits fiir Kiihlung mit 
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kaltem Wasser oder fiir Heizung mit warmem Wasser, das in einfacher 
Weise durch Einschalten eines in die Wasserzuleitung eingebauten elektri- 
schen Heizkérpers mit Signallampe erzeugt wurde. Endlich war noch eine 
Offnung zum Ablassen der Fliissigkeit, sowie fiir Probenahmen an der 
Bodenplatte angebracht. 

Die verzinnte Deckplatte, die ebenfalls mittels Flanschen und Dichtung 
gasdicht auf dem obersten Zylinder befestigt werden kann, tragt das Gasaus- 
trittsrohr und auBerdem einen Tubus, in den ein fiir den Zulauf der Nahr- 
stoffe bestimmter Tropftrichter mittels Gummmistopfen oder Stopfbuchse 
eingesetzt werden kann. Die gelésten Nahrsalze miissen mittels PreBluft 
eingefiihrt werden, wenn der Widerstand der angeschlossenen Gaswasche 
ein gréBerer ist. Ein dritter Tubus dient zum Eintropfen von Giarfett 
zur Schaumbekéimpfung. 

Die das ZiichtungsgefaB verlassenden Gase werden einer Batterie von 
AbsorptionsgefaBen zugefiihrt, in denen quantitativ der Alkohol und andere 
fliichtige Verbindungen.und die gebildete Kohlensiure aufgenommen und 
analytisch bestimmt werden kénnen. Die Gaswasche zur Erfassung des 
Alkohols besteht aus einer in Eis gepackten Waschflasche fiir 2 Liter Fassung 
mit doppelt gebohrtem Gummistopfen. Die Giargase treten aus einer 
nicht besonders feinporigen Glasfritte von Schott & Gen., Jena, aus. Ein Ver- 
such zeigte, da bei unseren Versuchen mit niederprozentigen Zucker- 
lésungen eine Waschflasche ausreichend war, da aus dieser nur noch 
geringe Spuren Alkohol mitgerissen wurden. Bei zwei hintereinander 
geschalteten Waschflaschen betrug z. B. der Alkoholgehalt in der ersten 40 mg, 
in der zweiten jedoch pyknometrisch nicht mehr erfaBbare Spuren. Nach 
dem Verlassen der Alkoholwaésche werden die Girgase zwecks Trocknung 
durch zwei Chlorcaleitumtiirme und sehlieBlich durch zwei mit 50° iger 
Kalilauge und einer dritten mit konzentrierter Schwefelséure beschickten 
Waschflasche mit gesintertem Einsatz von Schott & Gen., Jena, geleitet. 
Aus der Gewichtszunahme der Waschflaschenbatterie wurde auf die gebildete 
Kohlensiuremenge geschlossen. 

Die Luft zur Speisung der Beliiftungskérper wurde aus einer Haus- 
preBluftleitung entnommen. Sie kann aber auch durch einen kleinen 
Laboratoriumskompressor mit Windkessel erzeugt werden. Der notwendige 
Uberdruck richtet sich nach der Struktur der angewandten Luftverteiler 
und der Héhe der Fliissigkeitssaule. In allen Fallen reichte 1 atii aus, 
meistens geniigten 0,3 bis 0,5 atii. Die Luft wird in geeigneter Weise eventuell 
steril filtriert. Meistens geniigt ein steriles Wattefilter, das man vorschaltet. 
In vielen Fallen ist es nétig, die zur Beliiftung angewandte Luftmenge zu 
kennen. Zu diesem Zwecke werden hinter das Luftfilter passende Luft- 
messer geschaltet. Je nach der zu erzielenden Genauigkeit haben wir 
geeichte RotationsmeBuhren, Rotameter und Venturirohre von passendem 
MeBbereich verwendet. Sollte der Kohlenséiuregehalt des Gasstromes hinter 
dem ZiichtungsgefaB gemessen werden, so haben wir die PreBluft auch noch zur 
Entfernung der Kohlensaéure durch einen Turm mit schwach angefeuchtetem 
Natronkalk geschickt. Die Regulierung der Luftzufuhr geschah durch 
einen sogenannten Feinregulierungshahn mit Mikrometerschraube. Dieser, 
sowie Luftmesser, Luftverteiler und AbsorptionsgefiBe sind natiirlich 
jeweils dem in den biologischen Versuchen benétigten Luftdurchgang pro 
Stunde in ihrer Leistung bzw. ihren Dimensionen anzupassen'. 


* Zu beziehen durch die Glasblaserei des Instituts fiir Garungsgewerbe, 
Berlin N 65, SeestraBe 13. 
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Wichtig ist die richtige Behandlung der Beliiftungskérper aus porésem, 
speziell keramischem Material. Um das Vollsaugen derselben zu vermeiden, 
was eine Verkleinerung des wirksamen Porendurchmessers und eine Er- 
héhung des Widerstandes bedeuten wiirde, darf die Apparatur grund- 
sitzlich nur dann mit Fliissigkeit gefiillt werden, wenn zuvor die Luft 
angestellt worden ist. Auch nach Ablassen der GaArfliissigkeit muB noch 
Luft durch die Kerze strémen. Fiir die Reinigung und Sterilisierung ver- 
wenden wir einen Aluminiumstutzen von gleichem Durchmesser wie die 
Glaszylinder, jedoch nur etwa 70 cm hoch, der mittels seines umgebérdelten 
Randes auf die Grundplatte aufgeschraubt werden kann. Am Ende eines 
jeden Versuchs wird derselbe statt des Glaszylinders angebracht und bei 
noch strémender Luft zunichst mit kaltem und dann noch zweimal mit 
heiBem Wasser gefiillt. SchlieBlich wird nach Ablassen des Waschwassers 
durch die Kerze so lange Luft geblasen, bis sie vollkommen trocken ist. 
So behandelte Beliiftungskérper kénnen sehr lange in Gebrauch bleiben 
und gewihrleisten gut reproduzierbare Beliiftungsverhaltnisse. 

Zu erwihnen bleibt noch, daB sich die ganze Apparatur auf einem 
Ringgestell mit Dreifu8 befindet. Die Glasréhren sind auBerdem noch 
mittels Schellen an der Bedienungsbiihne befestigt. 

Die Héhe der gesamten Apparatur, die besonders beim Arbeiten mit 
mehreren Glasréhren fiir eine Laboratoriumsanordnung nicht alltaglich ist, 
sowie die Sicherung der Stabilitat machte es notwendig, fiir die Méglichkeit 
der Bedienung auch von oben zu sorgen. Zu diesem Zwecke haben wir in 
dem betreffenden Spezialraum im Abstande von 1,5 und 1,0 m herabklapp- 
bare Podeste mit Gelander an der Wand anbringen lassen, die mit einer 
Leiter bequem bestiegen werden kénnen. Diese Anordnung hat sich des- 
halb sehr bewahrt, da bei uns haufig gleichzeitig mit zwei bis drei derartigen 
Versuchstiirmen gearbeitet wird. Alle drei Versuchstiirme stehen auf ge- 
kacheltem Boden mit Ablauf. 
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Spaltung und Resynthese der Polyphenoloxydase 
und des Hiimocyanins. 


Von 
Fritz Kubowitz. 
(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Zellphysiologie in Berlin-Dahlem. ) 
(Eingegangen am 11, August 1938.) 


Mit: 4 Abbildungen im Text. 


Vor einem Jahr habe ich mitgeteilt !, da8 die Polyphenoloxydase ein 
Kupferproteid ist. Das Hauptergebnis der vorliegenden Arbeit ist die 
Spaltung des Ferments in Protein und Kupfersalz und die Resynthese des 
Ferments aus Protein und Kupfersalz. 

Ich habe es in meiner ersten Arbeit schon angedeutet und werde es 
in dieser Arbeit naher begriinden, da8 das Ferment und die Hamo- 
cyanine chemisch nahe verwandte Substanzen sind, obwohl die Hamo- 
cyanine katalytisch ganzlich unwirksam sind. 


Herrn Otto Warburg danke ich fiir die Anregung zu den Versuchen, 
Herrn Reinhard Dohrn, Direktor der Zoologischen Station Neapel, 
fiir viele Sendungen von Octopusblut. 


Kupfergehalt des Ferments. 

Bei der weiteren Reinigung des Ferments ist der Kupfergehalt 
von 0,165 % auf 0,19 bis 0,2 %% gestiegen. Daes auf keine Weise méglich 
war, tiber den Kupfergehalt von 0,20°, hinauszukommen, muf ich 
annehmen, daf 0,2° der Kupfergehalt des reinen Ferments ist. 

Nach A.C. Redfield, F. Hernler und EF. Philippi? enthalten die 
Hamocyanine 0,17 bis 0.26% Kupfer. Innerhalb dieser Grenzen liegt 
also der Kupfergehalt des Ferments. 

Der in der alteren Literatur angegebene Kupfergehalt der Hamo- 
cyanine von 0,34 %, scheint unrichtig zu sein. 


Farbe des Ferments, 


Lésungen des Ferments, die 10 mg Protein pro ccm enthalten, sind 
schwach gelb gefirbt. Bei der spektroskopischen Untersuchung findet 
man die Proteinbande um 275 muy, aber keine spezifischen Banden, 
weder im Sichtbaren noch im langwelligeren Ultraviolett. Auch die 
Kohlenoxydverbindung des Ferments hat keine spezifischen Absorptions- 
banden. 


! F. Kubowitz, diese Zeitschr. 292, 221, 1937. — ? Zusammenstellung 
bei F. Hernler u. E. Philippi, Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 110, 1933. 





ain 
lie 


les 


10- 
10- 


n, 
el, 


alt 
ch 
ch 
lie 
gt 


ng 








Spaltung und Resynthese der Polyphenoloxydase usw. 33 


Das gleiche gilt fiir die Hamocyanine und ihre Kohlenoxydverbin- 
dungen. Die Sauerstoffverbindungen der Haimocyanine, die blau sind 
und spezifische Banden haben, sind mit dem Ferment nicht vergleichbar, 
da das Ferment kein (bestandiges) Sauerstoff-Additionsprodukt bildet. 


Spaltung und Resynthese des Ferments. 


Die Methoden, mit denen es gelungen ist, die gelben Fermente in 
Protein und prosthetische Gruppe zu spalten, sind auf die Polyphenol- 
oxydase nicht anwendbar. Denn Saéuren, auch wenn man sie in Gegen- 
wart von Ammonsulfat einwirken lat, zerstéren das Protein des 
Ferments. 

Dagegen kann man die Polyphenoloxydase bei neutraler Reaktion 
mit Blauséure in Protein und Kupfersalz spalten!. Entfernt man die 
Blauséure und das Kupfersalz durch Dialyse, so erhalt man ein kupfer- 
freies Protein, das als Ferment unwirksam ist, das sich aber mit Kupfer- 
salzen wieder zu dem wirksamen Ferment vereinigt. Die Ausbeute an 
aktivem, nicht denaturiertem Protein bei diesem Verfahren ist fast 100 °%. 

Definiert man als prosthetische Gruppe eines Ferments den rever- 
sibel von dem Protein abtrennbaren Bestandteil, der die Wirkungs- 
gruppe enthalt, so ist Kupfersalz die prosthetische Gruppe der Poly- 
phenoloxydase. 


Spaltung und Resynthese des Himocyanins. 


Obwohl es oft versucht wurde, war es doch nie gelungen, das 
Kupfer der Hamocyanine ohne Denaturierung des Proteins abzuspalten. 

Aber mit Blausiure kann man auch Hamocyanine in Protein und 
Kupfersalz zerlegen!. Entfernt man dann die Blausiure und das Kupfer- 
salz durch Dialyse, so erhalt man ein Protein, das sich mit Kupfersalzen 
wieder zu Haimocyanin vereinigt. Kupfersalz ist also auch die prosthe- 
tische Gruppe der Haimocyanine. 

Die Tatsache, daB Blausiure das Kupfer aus Hamocyaninen ab- 
spaltet, erklart einen lange bekannten®, aber bisher falsch gedeuteten 
Versuch: daB man mit Blausiure den Sauerstoff aus Oxyhimocyaninen 
austreiben kann. 


Koblenoxydverbindung des Ferments. 


Sattigt man eine Fermentlésung in Abwesenheit von Substrat 
mit Kohlenoxyd, so wird kein Kohlenoxyd von dem Ferment gebunden. 
Aber bei Zusatz von Brenzcatechin erfolgt sofort eine dem Kupfer 
des Ferments aquivalente Aufnahme von Kohlenoxyd!. Von den 
Eigenschaften dieser interessanten Verbindung erwahne ich folgende: 


1 Kurze Mitteilung F. Kubowitz, diese Zeitschr. 296, 443, 1938. -—- 
2 R. Kobert, Pfliigers. Arch. 98, 411, 1903. 
Biochemische Zeitschrift Band 299. 3 
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1. Bei dem Kohlenoxyddruck von einer Atmosphare ist in der 
Kohlenoxydverbindung das Verhaltnis Kohlenoxyd/Kupfer = 0,5. 

2. Durch indifferente Gase kann das Kohlenoxyd aus der Ferment- 
verbindung wieder ausgetrieben werden. Die Kohlenoxydverbindung 
des Ferments ist also reversibel. 

3. Die Kohlenoxydverbindung des Ferments dissoziiert nicht im 
Licht, was zu unserer Regel stimmt, daf nur Kohlenoxydverbindungen 
des Eisens im Licht dissoziieren. 

4. Blausdure spaltet die Kohlenoxydverbindung des Ferments in 
Protein, Kupfersalz und Kohlenoxyd. 


Kohlenoxydverbindung des Hiimocyanins. 


Die Kohlenoxydverbindung des Hamocyanins, die R. W. Root! 
1934 entdeckt hat, bildet sich, da das Kupfer des Haimocyanins ein- 
wertig ist, ohne Zusatz eines Reduktionsmittels direkt aus Himocyanin 
und Kohlenoxyd. Im itbrigen besteht eine vollkommene Analogie 
zwischen den Kohlenoxydverbindungen des Ferments und der Hamo- 
cyanine. Auch in den Kohlenoxydverbindungen der Hamocyanine ist 
das Verhaltnis Kohlenoxyd/Kupfer = 0,5. Die Verbindungen sind 
reversibel und sie werden durch Blausaure, wie ich gefunden habe, in 
Protein, Kupfersalz und Kohlenoxyd gespalten. 


Sauerstoffverbindungen. 


Das Primarprodukt, das entsteht, wenn einwertiges Kupfer und 
molekularer Sauerstoff miteinander reagieren, ist in den Haimocyaninen 
bestandig, in dem Ferment folgt sofort auf die Anlagerung des Sauerstoffs 
die Oxydation des einwertigen Kupfers zu zweiwertigem Kupfer. Das 
Hamocyanin steht also zu der Polyphenoloxydase in einem éhnlichen 
Verhaltnis wie das Hamoglobin zu dem sauerstoffiibertragenden Eisen- 
proteid der aeroben Zellen. 


Oxydation und Reduktion des Ferments. 


Da eine dem Kupfer aquivalente Menge Kohlenoxyd aufgenommen 
wird, wenn das Ferment Brenzcatechin oxydiert, und da in den Kupfer- 
Kohlenoxydverbindungen das Kupfer einwertig ist, so ist die stéchio- 
metrische Reaktion, durch die das Ferment seine Substrate oxydiert, 
der Ubergang : 

Cupri —> Cupro. 
Die stéchiometrische Reaktion, durch die dieser Ubergang riickgingig 
gemacht wird, ist die Oxydation des einwertigen Kupfers durch mole- 
kularen Sauerstoff. Damit ist die katalytische Wirkung des Ferments 
insofern chemisch erklart, als sie zuriickgefiihrt ist auf die Aufeinander- 
folge von zwei einfachen stéchiometrischen chemischen Reaktionen. 


1 R. W. Root, J. of biol. Chem. 104, 239, 1934. 
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Durch stéchiometrische Versuche mit dem Ferment sind nunmehr 
auch die spezifischen Hemmungen der Fermentwirkung erklart, die 
Hemmung durch Blausdiure, die Hemmung durch Kohlenoxyd und die 
Tatsache, daB die Kohlenoxydhemmung nicht lichtempfindlich ist. 

Unsere alte Theorie, da8 Kohlenoxyd und Blausiure, wenn sie Ferment - 
wirkungen spezifisch hemmen, mit einem Schwermetallteil der Fermente 
chemisch reagieren, ist zwar schon von Negelein und Gerischer’ durch 
spektroskopische Beobachtungen bewiesen worden. Aber in der vor- 
liegenden Arbeit ist dieser Beweis zum ersienmal durch stéchiometrische 
chemische Versuche mit einem isolierten Ferment erbracht worden. 


Reaktionsfaihigkeit des Fermentkupfers. 


_ —d[Cupro] 
Setzen wir .r = k,, -[Cupro] - [O,], 
— d [Cupri] aides : 
di = kypq + [Cupri] - [Brenzcatechin] , 


so sind k,, und &k,,, die Geschwindigkeitskonstanten der scheinbar* 
bimolekularen Reaktionen der Oxydation und Reduktion des Ferment- 
kupfers. 


l 
Bei 25° fand ich k,. = 1,42 - 108 a" 

ox Mole Sauerstoff 

Minuten - — : 
Liter 

k 0,59 - 108 

“4 ed = ou * ae 

- Mole Brenzcatechin 
Minuten - 


Liter 


Mit Hilfe dieser Konstanten kann man berechnen, wie schnell das 
Ferment Sauerstoff auf Brenzcatechin iibertrigt, wenn die Konzentra- 
tionen des Sauerstoffs und des Brenzcatechins gegeben sind. 


Substrate. 


Das Substrat, das am schnellsten von dem Ferment oxydiert wird, 
ist Brenzcatechin. Aber auch einwertige Phenole, Tyrosin, Adrenalin, 
Dioxyzimtsaure und viele andere Phenole werden von dem Ferment 
oxydiert, so da man das Ferment auch Tyrosinoxydase, Adrenalin- 
oxydase usw. nennen kénnte. Nach der chemischen Nomenklatur 
erhalt das Ferment die Bezeichnung 

Kupferproteidg, | phenoie- 

Uber die physiologische Funktion ]aBt sich zur Zeit nichts Be- 
stimmtes sagen. Vielleicht ist das Ferment das sauerstoffiibertragende 
Ferment von Zellen, deren Atmung durch Kohlenoxyd zwar gehemmt 

1 Diese Zeitschr. 268, 1, 1933, auch 266, 1, 1933. 


2 Vel. O. Warburg, Ergebnisse der Enzymforschung 7, 210, 1938. 
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wird, in denen aber die Kohlenoxydhemmung nicht lichtempfindlich 


ist. Solche Zellen sind z. B. die Zellen der Kartoffelknollen und mancher 


Pilze. 
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1. Isolierung des Ferments. 

Trotz vielfacher Versuche ist es mir nicht gelungen, die Vorschrift ! 
von 1937 zur Isolierung des Ferments zu vereinfachen, im Gegenteil, 
es war notwendig, einen neuen Schritt hinzuzunehmen. Ich gebe im 
folgenden kleine Verbesserungen der alten Vorschrift in Kleindruck an, 
den neuen Schritt und den wesentlich verainderten letzten Schritt in 
Normaldruck. : 

,.Ausbeute‘* eines Schrittes bedeutet die Ausbeute an Wirksamkeit 
aus dem Endprodukt des vorhergehenden Schrittes. ,,Gesamtausbeute“ 
bedeutet die Ausbeute an Wirksamkeit aus dem Ausgangsmaterial. 

W ist die Wirksamkeit im Test (vgl. Abschnitt 3) in 

emm QO, P 


mg Protein - Minuten 


Ausgangsmaterial, 


Zu 2 kg Brei aus Rindenteilen von Kartoffeln 1000 cem Wasser, wovon 
man 1700 cem ,,Ausgangsextrakt*’ erhalt. W = 0,3 bis 0,6. 


Erste Fraktionierung mit Aceton. 
Statt mit 40 Vol.-% Aceton anfangs nur mit 37 Vol.-% Aceton gefallt. 
W = 2,5 bis 5,0. Ausbeute 50%. 


Erste Fraktionierung mit Ammonsulfat. 
Der Niederschlag, der bei dem Sattigungsgrad des Ammonsulfats 


von 0,68 fallt, wird mit Wasser auf die Halfte desjenigen Volumens gebracht, 


! F. Kubowitz, diese Zeitschr. 292, 221, 1937. 
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aus dem er ausgefallen war. W = 8 bis 10. Ausbeute 70%. Gesamt- 
ausbeute 35%. 
Zweite Fraktionierung mit Aceton. 

Die Proteinkonzentration bei der Fallung mit Aceton soil 8 bis 10 mg 
Protein pro cem Wasser betragen. Ausbeute 43%. Gesamtausbeute 15%. 

Erwdrmen bei py 7,4 und 9,7. Nichts geandert. 

W nach dem zweiten Erwarmen = 25 bis 40. Ausbeute nach den beiden 
Erwarmungsschritten 50°. Gesamtausbeute 8%. 


Zweite Fraktionierung mit Ammonsulfat. 

Der Niederschlag, der mit Ammonsulfat des Sattigungsgrades 0,75 
fallt, wird mit m/8 Na,H PO,-Lésung auf ein Fiinftel desjenigen Volumens 
gebracht, das die Fliissigkeit vor dem Erwarmen bei py 9,7 hatte. Dialyse 
72 Stunden. W = 70 bis 130. Ausbeute 70%. Gesamtausbeute 6°). 


Dritte Fraktionierung mit Aceton. 

Die Proteinkonzentration bei der Fallung mit Aceton soll 7 bis 10 mg 
Protein pro cem Wasser betragen. Zu 100 ccm der Lésung werden 2,85 cem 
1 mol. Acetatpuffer des py 5,35 gegeben. py ist dann 5,40. Acetonfalhung 
wie friiher, aber der Niederschlag wird nur auf 10 cem mit m/30 Phosphat- 


"79 


puffer des pq 7,4 gelést. Dialysiert wird 72 Stunden. W = 150 bis 200. 
Ausbeute 75%. Gesamtausbeute 4,5 %. 
/C 0 


Reinigung mit Silberacetat. 
Die Proteinkonzentration soll 6mg pro cem Wasser betragen, das 
Silberacetat soll bei 0° zugefiigt werden. W = 300 bis 400. Ausbeute 50°). 
Gesamtausbeute 2,3 %. ‘ 


Reinigung mit Aluminiumhydroxyd (neuer Schritt). 

Zu 100 cem der dialysierten Fermentlésung, die 7 bis 8 mg Protein 
pro cem enthalt, wird bei 0° allmahlich soviel frisch gefalltes Aluminium- 
hydroxyd zugegeben, bis der gré8te Teil der braunen Farbe adsorbiert 
ist. In der iiberstehenden Fliissigkeit verbleiben dann 35 bis 40°, der 
Wirkung. 

Das an dem Aluminiumhydroxyd adsorbierte Ferment wird von 
dem Aluminiumhydroxyd zum Teil eluiert, indem man mit 80 ccm 
m/4 NaCl3 Stunden unter gelegentlichem Schiitteln extrahiert und die 
Extraktion mit 50 cem 1 mol. NaCl, m/100 Phosphatpuffer des py 7,4 
wiederholt. 


Die Eluate werden mit dem ersten AbguB des Aluminiumhydroxyds 
vereinigt. Dann wird mit 1 mol. Acetatpuffer auf py 5,4 angesauert 
und bei 0° soviel gesittigte Ammonsulfatlésung zugegeben, bis der 
Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,70 betrigt. Der Niederschlag, 
der das Ferment enthalt, wird abzentrifugiert, mit m/20 Phosphat- 
puffer des py 7,4 auf 30 ccm gebracht und 60 Stunden bei 0° gegen 
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flieBendes Wasser dialysiert. Ein bei der Dialyse entstehender Nieder- 
schlag wird abzentrifugiert und verworfen. 
W = 450 bis 540. Ausbeute 55%. Gesamtausbeute 1,3 °%. 


Vierte Fraktionierung mit Aceton (wesentlich geandert). 

Zu 100 cem der dialysierten Fermentlésung, die 10 mg Protein pro 
ccm enthalt, werden bei 0° 2 ccm 1 mol. Acetatpuffer des py 5,40 gegeben 
und soviel eiskaltes Aceton, daB die Acetonkonzentration 28 Vol.-°, 
betragt. Die Fliissigkeit, in der ein Niederschlag ausgefallen ist, wird 
vorsichtig auf 25° erwirmt, wobei sich der Niederschlag lést, und dann 
in den Eisraum gebracht, wo sich beim langsamen Abkihlen ein kérniger 
Niederschlag bildet, der bei 0° abzentrifugiert wird. Zu der iiber- 
stehenden Lésung wird bei 0° Aceton bis 36 Vol.-°% gegeben, er- 
warmt und abgekiihlt wie oben, wobei eine zweite kérnige Ferment- 
fraktion erhalten wird. SchlieBlich wird Aceton bis zu 44 Vol.-°%, 
zugegeben, erwarmt und abgekiihlt wie oben, wobei eine dritte Fer- 
mentfraktion erhalten wird. 

Die Niederschlage werden zusammengegeben, mit m/300 Phosphat 
des py 7,4 auf 40 ccm gebracht und bei 0° 60 Stunden gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Mit der dialysierten Lésung wird die oben _be- 
schriebene Fraktionierung mit Aceton bei px 5,40 wiederholt, wobei 
wieder drei Fraktionen erhalten werden. 

Wahrend alle friiheren Fallungen formlose amorphe Nieder- 
schlage sind, bestehen diese drei Fraktionen aus regelmaBig aus- 
gebildeten Kugeln. Sie wurden getrennt in m/100 Phosphat des py 7,4 
gelést und 60 Stunden bei 0° gegen flieBendes Wasser dialysiert. 

Die Messung der Wirksamkeit im Test ergab: 


Fraktion I aus 27 Vol.-% Aceton <¢........ W = 560 
%9 Ys: geet BBS. ig ehtk (dookeelaiebsa aeeim W = 545 
és 03 Seer” ” Ree ss SE a aco g its W = 575 


Der Kupfergehalt der drei Fraktionen, der kolorimetrisch nach Ver- 
aschen oder ohne Veraschen nach der Cysteinmethode bestimmt wurde, 
betrug 0,19 bis 0,20%. Der Stickstoffgehalt war 14,4 %. 

Die Ausbeute bei diesem Schritt betrug 41%. Gesamtaus- 
beute 0.5%. 

Eigenschaften. 

Da es auf keine Weise gelungen ist, iiber eine Wirksamkeit von 
W verment = 600 und einen Kupfergehalt von 0,20 %, hinauszukommen, 
muB ich annehmen, da die bei dem letzten Schritt erhaltenen Ferment- 
préparate rein sind. . 

In einer Konzentration von 10 mg Protein pro ccm ist die Ferment- 
lésung schwach gelb gefarbt. 
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In m/500 Phosphat des py 7,4 gelést ist das Ferment, im Gegen- 
satz zu unreinen Praparaten, im Eisschrank vollkommen_haltbar, 
z. B. 4 Monate lang. Trocknen vertrigt das Ferment ohne erheblichen 
Wirkungsverlust nicht. 

Das Ferment ist isoelektrisch bei py 5,4. 


2. Substrate. 


Um zu priifen, ob eine Substanz von dem Ferment oxydiert wird, 
geben wir in den Hauptraum eines kegelf6rmigen ManometergefaBes 
3 cem m/10 Phosphatlésung des py 6,9 und 0,5 bis 1 mg der zu priifenden 
Substanz. Der Einsatz enthalt Kalilauge, der Gasraum Luft oder 
Sauerstoff, die Ansatzbirne einige y des reinen Ferments. Die Tem- 
peratur des Thermostaten ist 25°. Bei ¢, wird das Ferment aus der Birne 
in den Hauptraum gegeben. 

Wird eine Substanz von dem Ferment oxydiert, so beginnt bei fy 
im allgemeinen sofort, bei einigen Substraten aber erst nach einer 
Induktionszeit, die Absorption des Sauerstoffs. 

Am schnellsten von allen gepriiften Substanzen wird Brenzcatechin 
oxydiert. Nicht oxydiert werden z. B. Resorcin, Hydrochinon und As- 
corbinsiure. Nach einer Induktionszeit werden oxydiert Phenol und 
p-Cresol. — Ohne Induktionszeit werden oxydiert z. B. Brenzcatechin, 
Pyrogallol, 3, 4-Dioxy-x-phenylalanin (Dopa), Dioxyzimtsaure, Proto- 
catechusdure, Adrenalin, Tyrosin. 

Die Induktionsperiode bei der Oxydation der Monophenole, die fiir 
rohe Fermentlésungen schon M.Graubart und J. M. Nelson! beob- 
achtet haben, kann man verkiirzen durch Zusatz? einer sehr kleinen, 
als Substrat nicht in Betracht kommenden Menge Brenzcatechin 
(z. B. 0,02mg Brenzcatechin pro GefaiB). Sogar Substanzen, wie 
Hydrochinon oder Ascorbinsiure, die ohne Brenzcatechin gar nicht 
oxydiert zu werden scheinen, werden in Gegenwart kleiner Mengen 
Brenzcatechin oxydiert. Resorcin jedoch wird auch in Gegenwart 
von Brenzeatechin nicht oxydiert. 

H.S. Raper® hat gefunden, da das Primarprodukt bei der Oxyda- 
tion des Brenzcatechins (durch das Ferment) Orthochinon ist. Wahr- 
scheinlich bilden sich im Falle der Monophenole zuniachst in einer 
langsamen Reaktion Orthochinone, die dann durch den Wechsel Chinon 
SS Diphenol katalytisch wirken. Den gleichen Wechsel nehmen wir 
an, wenn zugesetztes Brenzcatechin, wie im Falle der Ascorbinsdure 
oder des Hydrochinons, katalytisch wirkt. 


1M. Graubart u. J. M. Nelson, J. of biol. Chem. 111, 761, 1935. 
* Vgl. dazu C. E. Pugh, Biochem. J. 24, 1442, 1930. — * H. S. Raper, 
Ergebnisse der Enzymforschung 1, 270, 1932. 
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Enthalt das System keine Substanz, die das Orthochinon zuriick- 
reduziert, so geht die Oxydation des Brenzcatechins tiber die Chinon- 
stufe hinaus und zwar, nach einer Arbeit von H. Wagreich und J. M. 
Nelson", schnell bis zu dem Oxychinon 


OH’ O 
OH ‘Oo 
+0, = + H,O. 


OH 


In Ubereinstimmung damit finde ich als Endwert der (schnellen) 
Sauerstoffaufnahme? im Falle des Brenzcatechins 1 Mol Sauerstoff 
pro Mol Brenzcatechin, im Falle des p-Cresols 1,5 Mole Sauerstoff 
pro Mol p-Cresol. Die dann folgende Sauerstoffaufnahme ist sehr 
langsam. 

In Abb. 1 ist ein Versuch dargestellt, bei dem Brenzcatechin, 
p-Cresol und Tyrosin durch gleiche Mengen des reinen Ferments oxydiert 
wurden. . 
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Abb. 1. Anordnung zur Priifung der Substrate. Im Gasraum Luft. Fliissigkeitsvolumen 3 ccm. 


Vergleicht man in der Abb. 1 die Anfangswerte der Sauerstoff- . 

aufnahme fiir Brenzcatechin und Tyrosin pro Minute, so ist das Ver- 
e 1 

haltnis etwa ~~ — 124 zugunsten des Brenzcatechins. Aber es wire 
falsch, daraus zu schlieBen, daB das Ferment Brenzcatechin nur 124mal 
schneller oxydiert als Tyrosin. Denn das Ferment oxydiert das Brenz- 
catechin so schnell, daB geschwindigkeitsbestimmend am Anfang des 
Versuchs weder die Reduktion des Ferments durch Brenzcatechin 
noch die Oxydation des reduzierten Ferments durch Sauerstoff ist, 
sondern lediglich die Schiittelgeschwindigkeit. Andererseits oxydiert 


1 H. Wagreich u.J.M. Nelson, J. of biol. Chem. 115, 462, 1936. — ? In 
den Endlésungen findet man kein H,Q,. 
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das Ferment das Tyrosin so langsam, da geschwindigkeitsbestimmend 
bei der Tyrosinoxydation die Reaktion des Ferments mit dem 
Tyrosin ist. 


Rechnet man aus dem Versuch der Abb. 1 die Geschwindigkeits- 
konstante k,,, der scheinbar bimolekularen Reaktion zwischen dem 
Fermentkupfer und dem Tyrosin aus, so erhalt man 


1 


: Mole Tyrosin 
Miunten - 


kg = 54-104 


red 


Liter 


Die entsprechende Konstante fiir die Reaktion des Fermentkupfers 
mit Brenzcatechin aber ist, wie wir in Abschnitt 4 sehen werden 


] 


Mole Brenzcatechin 


h 


read = 5,9- 10! 
; Minuten - - 
Liter 
woraus man erkennt, da das Ferment Brenzcatechin etwa 1100mal 
schneller oxydiert als Tyrosin. 


Da das Ferment Brenzcatechin am schnellsten oxydiert, so ist die 
Reaktion zwischen Ferment und Brenzcatechin die sachgemaBeste 
Testreaktion fiir das Ferment. Da aber die Reaktion eine sehr schnelle 
ist, so muB der Test, wenn er quantitativ verwertbar sein soll, so an- 
geordnet werden, daB die Brenzcatechinkonzentration sehr klein ist 
und trotzdem die Ausschlige bei der manometrischen Anordnung 
groB sind. 


Nach diesen Gesichtspunkten ist der Test, der im folgenden Ab-: 


schnitt beschrieben wird, ausgebildet worden. 
( 
3. Test. 
In dem Test ist das Brenzcatechin nicht Substrat, sondern Kataly- 
sator und wird, wenn es von dem Kupfer des Ferments zu Orthochinon 
oxydiert worden ist, zu Brenzcatechin zuriickreduziert. 


Die Bilanz der Testreaktion ist die Oxydation von Robison-Ester 
zu Phosphohexonsaure durch molekularen Sauerstoff. Die Zwischen- 
reaktionen dabei sind: 

Robison-Ester — Pyridin — Dihydropyridin —» Orthochinon —> Brenz- 
catechin — Cupri — Cupro — Sauerstoff. 


Die experimentelle Anordnung des Tests war, falls Variationen nicht 
ausdriicklich erwaihnt sind: 
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25°, Im Einsatz KOH. Im Gasraum Luft. 





Hauptraum ... 2cem m/10 Phosphatlésung 
Pu 7,4, 
0,1 com 0,25 molare Lésung des 
A-Salzes des Robison-Esters, { > > 
0,8 com Wasser mit 
0,3 mg Zwischenferment, 
0,2 mg Triphospho-Pyridin- 








ia Nucleotid 
y | ohne Ferment 0,004mg Ferment 0,004 mg Ferment 
a BRS | kissin | 0,02 mg Brenzcatechin aa 0,02 mg Brenzcatechin 
Nach Einkippen 
des 
Brenzcatechins 
emm O,nach 
5 Min. ... 0 0 —12 
emm O,nach 
10 Min.... 0 0 — 23 


Dividieren wir den Sauerstoffverbrauch durch die Zeit und durch 
die Gewichtsmenge Ferment, so erhalten wir die Wirksamkeit des 
Ferments im Test: 





23 emm O, 
W tin = wor OTS : : 
— 10 - 0,004 mg Ferment - Minuten 


Dividieren wir den Sauerstoffverbrauch durch die Zeit und die 
Gewichtsmenge Kupfer, so erhalten Wir die Wirksamkeit des Kupfers 


im Test: 
W _ wee 
Cu 10+ 0,004 -0,0019 mg Kupfer - Minuten 


Die Geschwindigkeit der Sauerstoffaufnahme im Test ist proportional 
der Konzentration des Ferments und proportional der Konzentration 
des Brenzcatechins, bleibt aber unveraindert, wenn man die Kon- 
zentration des Sauerstoffs oder des Robison-Esters oder des Pyridin- 
proteids verdoppelt. Geschwindigkeitsbestimmend in dem Test ist also 
die Reaktion zwischen der Cupriform des Ferments und dem Brenz- 
catechin. 

4. Geschwindigkeitskonstanten der Oxydation uné Reduktion des Ferment- 
kupfers. 

Reagiert Cupriproteid mit Brenzcatechin oder Cuproproteid mit 
molekularem Sauerstoff, so setzen wir 


— d [Cupri]’ 
[ = J = kyq :[Cupri] - [Brenzcatechin], (I) 


) dt 
if —d [Cupro] 
dt 


a kox : [Cupro] , [O,], (11) 
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wo k,, und k,.q die Geschwindigkeitskonstanten der scheinbar! bimole- 
kularen Reaktionen bedeuten. 

kx und k,,4 bestimmen wir nicht direkt, sondern? aus dem Sauer- 
stoffverbrauch im Test, in dem wir die Konzentration des Sauerstoffs 





variieren : 
sings one ve ears ss non tiat in 2,9ccm Flissigkeit 
: 1 2 geP hg 5 
Vol.-% Og im 
Gasraum ..— 100 21 10 5 2,5 
emm Oy, nach 
10 Min. .... — 18,5 —17,5 — 15,5) — 12,5) —10 
| a | ¥ 10 
[Cupri] = ¥ [Cu] [Cupro]=1- 2 [Cu] 
18,5 
) 
3 Bei der Berechnung ist zu beachten, daB der Verbrauch von 
1 Molekiil Sauerstoff der Oxydation oder Reduktion von 4 Atomen 
Kupfer aquivalent ist. Ist also v der Sauerstoffverbrauch im Test in 
der Zeiteinheit, so sind nach den Gleichungen I und II 
. k oe I 
red ““ [Cupri] - [Brenzcatechin] ’ ay) 
ae a IV) 
«x [Cupro] - [03] 
Dann erhalten wir aus obigem Versuch: 
| kg aus GefaB 1: 
Cupri 3,09 - 10-8 oe 
‘u rij = 3sJd* - . ’ 
2 Liter 
| Mole 
[Brenzcatechin] = 6,26 -10-° — 
Liter 
haps Seton Mole 
yp = 4-2,85-10-5 — ; ; 
. Liter - Minuten 
k 4-1,48- 10° 
‘red = 4°1,48- 10? ; 
- Mole Brenzcatechin __ 
: - Minuten 
Liter 
1 0. Warburg, Ergebnisse der Enzymforschung 7, 210, 1938. — * Theorie 
des stationaren Zustandes vgl. O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 
298, 368, 1938. 
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k,, aus GefaB 5: 


[Cupro] = 1,42-10-* Mole 
Liter’ 
8 aT . Mole 
[O,] = 3,05 - 10-5 —— 
- ‘ Mole 
4v —4-1,54-10-° Se ah ar a 
, 1 
welttesia tad "| Sea 
Liter Minuten 


Kennt man &,, und &,,4, so kann man den Sauerstoffverbrauch 
im Test fiir beliebige Konzentrationen an Ferment (C), Sauerstoff (co, ) 
und Brenzcatechin (cp,) berechnen nach der Gleichung! 


1 . kox ‘ Co, * krea * CBr 


v = -¢ ° 
4 kox «Co, 5 Kren * CBr 
Anmerkung. Der Wert von kyeg, den wir friiher angegeben haben ®, 
krea = 1,46+ 10°, stimmt mit dem hier gefundenen Wert genau iiberein. 


Damals hatten wir den Faktor 4, da er sich bei allen Anwendungen wieder 
heraushebt, fortgelassen, was jedoch unrichtig war. 
5. Spaltung des Ferments. 

Fir diese Versuche wurde ein Fermentpraparat benutzt, das 
0,13°% Kupfer enthielt. Der Reinheitsgrad des Praparats war also 
0,13 sr wa a a se 
ron 0,65, die spezifische Wirkung im Test 0,65 - 610 


t emm Q,- 
Wproteia = 400 


mg Proteid - Minuten 
85mg dieses Fermentpraparats, die 85-0,0013 = 0,11 mg Kupfer 
enthielten, wurden mit Brenzcatechin reduziert und dann mit iiber- 
schiissiger Blausiure versetzt. Beides geschah in einem kegelférmigen 
GefaiB, wie es fiir manometrische Messungen benutzt wird, in folgender 
Anordnung: 
25°. Gasraum Argon. 

Hauptraum: 85 mg des Fermentpraparats (0,11 mg Kupfer) 

3,4. ccm Wasser 

» m/2 Phosphat, py 7,7 
0,1 ,, 0,25 mol. Lésung des K-Salzes des Robison-Esters 
P 0,4 mg Zwischenferment 
0,3. ,, Triphospho-Pyridin-Nucleotid 


' O. Warburg u. W. Christian, diese Zeitschr. 298, 368, 1938. — 2 O. War- 
burg, Ergebnisse der Enzymforschung 7, 210, 1938. 
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Birne I: 2 mg Brenzcatechin in 0,1 cem Wasser 
Il: 0,03cem 2mol. Lésung von KCN in n/20 KOH, py 12. 


oy 


Der Zusatz des reduzierenden Systems (Robison-Ester — Triphospho- 
Pyridin-Proteid) hatte hier den Zweck, das Orthochinon, das sich beim 
Zusammengeben von Ferment und Brenzcatechin bildet und das 
Protein denaturieren wiirde, bei seiner Entstehung zu Brenzcatechin 
zuriickzureduzieren. — Die Kalilauge in Birne II verhinderte, dab 
Blauséure aus der Birne II in den Hauptraum destillierte. 

Zunachst wurde das Kupfer des Ferments durch Zugabe des Brenz- 
catechins aus Birne I reduziert. Dann wurde das Kaliumeyanid aus 
Birne II in den Hauptraum gegeben, wobei das py im Hauptraum unver- 
andert 7,7 blieb. Die Blausiure, deren Konzentration im Hauptraum 
0,013 Mole ‘Liter betrug, lie} ich in dem GefaB, also unter AbschluB 
von Sauerstoff, 30 Minuten auf das reduzierte Ferment einwirken. 


Dann wurde das Gefa geéffnet und sofort soviel festes Ammon- 
sulfat in den Hauptraum gegeben, da der Sattigungsgrad des Ammon- 
sulfats 0,83 war. Der Proteinniederschlag, der dabei fiel, wurde bei 0° 
abzentrifugiert und mit 50 ccm gesittigter Ammonsulfatlésung, die 
0,02 Mole Kaliumcyanid pro Liter enthielt, auf der Zentrifuge ge- 
waschen. Der lose liegende Bodensatz, dessen Volumen 6 ccm betrug, 
wurde in einen Cellophanschlauch eingefiillt und 115 Stunden bei 0° 
gegen flieBendes Wasser dialysiert. Ein dabei entstandener geringer 
Niederschlag wurde abzentrifugiert und verworfen. Die iiberstehende 
klare Lésung hatte ein Volumen von 7,2 ccm und enthielt 81 mg Protein, 
die Proteinkomponente der Polyphenoloxydase. Da ich bei dem Ver- 
such von 85 mg Protein ausgegangen war, so betrug die Ausbeute an 
Protein 95%. 

Kupfergehalt des Proteins. 

l eem der dialvsierten Proteinlésung wurde im Platintiegel 7 Stunden 
aut 100° erwirmt. Der Trockenriickstand betrug 11,28 mg. 

Der Trockenriickstand wurde 15 Stunden bei 520° zur sehwachen 
Rotglut erhitzt. Die Asche wurde mit 0,5 cem konzentrierter metallfreier 
Salzsiure aufgenommen, zur Trockne verdampft, wieder mit der gleichen 
Menge Salzséure aufgenommen und mit 2 cem Wasser in ein Kolorimeter- 
gefaB gespiilt, in dem das Kupfer nach einer etwas modifizierten Methode 
von C. A. Elvehyem und C. W. Lindow bestimmt wurde. Zu dem Zwecke 
wurden zu der sauren Aschenlésung gegeben: 

1 cem einer m/5 Na,P,O,-Lésung, 

1 Tropfen Phenolphthalein und soviel n NaOH, bis die Farbe sehwach 
rosa war, 

leem Eisessig 

leem 10%ige KCNS-Lésung, 

0,3 cem Pyridin, 

5 cem Chloroform. 


10. A. Elvehyem u. C. W. Lindow, J. of biol. Chem. 81, 438, 1929. 
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Beim Mischen entsteht, wenn die Lésung Kupfer enthalt, im Chloroform 
eine griingelbe Farbe, die durch Vergleich mit Lésungen von bekanntem 
Kupfergehalt (die immer frisch bereitet werden) ausgewertet wird. 

W’. Liittgens fand so in der Asche von 11,28 mg Protein 1 » Kupfer, 
wahrend das Ausgangsmaterial 11,28 - 0,0013 - 1000 = 14,7 y Kupfer 
enthielt. Durch die Behandlung des Ferments mit Blausiure waren also 


Q 


e ,é 
mindestens _: 100 = 93% des Kupfers entfernt worden. 
>é 


Mit der Cysteinmethode!, die vielleicht noch sicherer ist, weil sie 
einfacher ist und man nicht zu veraschen braucht, konnte in dem 
Protein kein Kupfer nachgewiesen werden. 

Anmerkung. Bei dem hier beschriebenen Verfahren wird das Kupfex 
des Ferments zuerst reduziert und dann durch Blauséure von dem Protein 
abgespalten. Es ist méglich, daB die vorherige Reduktion iiberfliissig ist. 
da man also durch Dialyse der Cupriform des Ferments gegen Blausiure 
das Kupfer von dem Protein abspalten kann. 


6. Resynthese des Ferments. 


Da die Wirksamkeit des Ferments bei meinem Test in Phosphat- 
lésung gepriift wird und da Phosphatlésungen, die mit kauflichem 
Phosphat hergestellt sind, Kupfer enthalten, so muBte die Phosphat- 
lésung von Kupfer befreit werden. Dies geschah durch Schiitteln der 
Phosphatlésung mit frisch gefalltem Aluminiumhydroxyd, wobei der 
Erfolg der Reinigung mit der Dithizonreaktion? kontrolliert wurde. 
War die Dithizonreaktion negativ geworden, so war die Phosphatlésung 
fiir den Test brauchbar. 

Im Test mit kupferfreier Phosphatlésung gepriift, war die nach 
Abschnitt 5 gewonnene kupferfreie Proteinlésung wirkungslos. Aber 
durch Zusatz von Kupfersalzen konnte die volle Wirksamkeit des 
Ferments wieder hergestellt werden. f 

Die ersten Resyntheseversuche wurden unter den Bedingungen des 
Tests vorgenommen, wobei also Protein und Kupfersalz in sehr kleinen 
Konzentrationen aufeinander einwirkten. Unter solchen Bedingungen 
braucht man erheblich mehr Kupfer zur Wiederherstellung der Ferment- 
wirkung als wenn man Protein und Kupfersalz folgendermaBen in 
konzentrierter Lésung aufeinander einwirken laBt: 

Zu einer Lésung des kupferfreien Proteins, nach Abschnitt 5 ge- 
wonnen, die 11,28 mg Protein pro ccm enthielt, wurde Kupfersulfat 
zugesetzt, wobei keine Niederschlige entstanden. Die Kupfermengen 
wurden dabei variiert. Bezeichnen wir als die ,,aquivalente Kupfer- 
menge‘ die Kupfermenge, die das Fermentpraparat enthielt, aus dem 


1 I, Kubowitz, diese Zeitschr. 292, 228, 1937. — ? Hellm. Fischer, 
Zeitschr. f. angew. Chemie 42, 1025, 1929; 47, 685, 1934. 
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das Protein gewonnen worden war (0,13 % Kupfer), so wurden folgende 
Ansatze gemacht: 


Proteinlésung + aquivalente Menge Kupfersulfat, 
Proteinlésung + das Dreifache der aquivalenten Menge Kupfersulfat, 
Proteinlésung + das Zehnfache der aquivalenten Menge Kupfersulfat . 


Die Mischungen blieben 20 Minuten bei Zimmertemperatur stehen 
und wurden dann auf etwa das 200fache verdiinnt. Je 0,1 cem der 
verdiinnten Lésungen wurde im Test gepriift. Das Ergebnis der Prii- 


fung war: 
Testanordnung wie in Abschnitt 2. 





GefiB I Gefa® IT GefiB IT GefiB IV Gefib V 
Protein ...... 6,25 6,25 ; 6,25 6,25 
Rapite w.:52. 0,835 - 10> 2 ; 2,5+ 10-2 5 8,35 + 10-2 } 8,0 3 
(als CuSO,) (Cu diquivalent) (Cu 3fach aquiv.) (Cu 10fach aquiv.) 
Nach Einkippen 
des 
Brenzcatechins 
emm QO, nach 
10Min.... —1,3 14 22,5 - 24,5 0 
oy 3 a 
W Protein W Protein W Protein — 
gor, cmm Oy emm O, emm O, 
220 : . Je ; 
mg Protein mg Protein mg Protein 
- Minuten - Minuten - Minuten 
Aus dem Versuch geht hervor: 
1. daB Protein ohne Kupfer unwirksam ist, 
2. daB Kupfer ohne Protein unwirksam ist, 
3. daB Protein + Kupfer wirksam ist, 
225 
4. daB die aquivalente Menge Kupfer 400 100 = 56%, 
; : fern R 360 
da die dreifach aquivalente Menge Kupfer - 100 = 90%, 
400 
: ae 3 _ 393 
da die zehnfach aquivalente Menge Kupfer a 100 98% der 


Wirksamkeit W des Ferments wiederherstellt. Denn W = 400 war 
die Wirksamkeit des Fermentpriparats, aus dem das Protein ge- 
wonnen wurde. 

5. daB also bei der Gewinnung des Proteins aus dem Ferment mit der 
Blauséuremethode kein Protein denaturiert wird, 

6. daB Kupfer, das man zu dem Protein zusetzt, zum Teil an ,,falsche 
Stellen‘ des Proteins gebunden wird. 
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Zu Punkt 6 ist ein Versuch zu erwahnen, der das gleiche deutlicher 
zeigt. Zu einer Lésung des kupferfreien Proteins wurde die 30fach 
aquivalente Menge Kupfer (als Kupfersulfat) gegeben. Die Mischung 
wurde 60 Stunden bei 0° in einem Cellophanschlauch gegen flieBendes 
Wasser dialysiert. Dann wurden fiir die dialysierte Substanz, die also 
nicht mehr ein Protein, sondern wieder ein Kupferproteid war, die 
Wirksamkeit im Test und der Kupfergehalt bestimmt. Die Wirksam- 


440 
keit W war 440, der Kupfergehalt hatte danach 610 0" == 014% 
) 


sein sollen. Der Kupfergehalt war aber 0,19°,, also erheblich héher, 
als der Wirksamkeit entsprach, d.h. das resynthetisierte Kupfer- 
proteid enthielt katalytisch unwirksames (,,an falschen Stellen‘ haf- 
tendes) Kupfer. 

Ich erwahne noch, daB ich kein anderes Metall auBer Kupfer ge- 
funden habe, das bei dem Resyntheseversuch wirksam war. Gepriift 
wurden Eisen, Kobalt, Nickel, Mangan und Zink. 


7. Kohlenoxydverbindung des Ferments. 


In diesem Abschnitt werde ich durch einen stéchiometrischen 
Versuch zeigen, daB das Kupfer des Ferments sich mit Kohlenoxyd 
verbindet. 

Da es sich um einen stéchiometrischen Versuch handelte, so waren 
grobe Mengen an Ferment dafiir erforderlich, etwa 2000mal soviel, als 
fiir einen katalytischen Versuch im Test. 

Das zu dem Versuch benutzte Fermentpraparat hatte einen Kupfer- 
0,13 
0,20 

_Das Versuchsgefi8 war ein kegelférmiges Manometergefa}, in 
dessen Hauptraum das Ferment, sowie Robison-Ester und Triphospho- 
Pyridin-Proteid gegeben wurde. Die Ansatzbirne I enthielt Brenz- 
catechin, die Ansatzbirne II Kaliumeyanidlésung, die so alkalisch 
gemacht worden war, da keine Blausiure aus der Birne in den Haupt- 
raum destillieren konnte. Der Gasraum enthielt reines Kohlenoxyd. 


gehalt von 0.13 °, also einen Reinheitsgrad von 65%. 


Wurde das Brenzcatechin aus der Birne I in den Hauptraum 
gegeben, so wurde (vgl. das folgende Protokoll) eine dem Kupfer des 
Ferments aquivalente Menge Kohlenoxyd aus dem Gasraum absorbiert. 
Das Ferment reagiert also mit Kohlenoxyd, aber erst, nachdem es 
von Brenzcatechin reduziert worden ist (der Zusatz von Robison-Ester 
und Pyridin-Proteid hatte den Zweck, das giftige Orthochinon, das 
das Ferment denaturieren wiirde, bei seiner Entstehung zu Brenz- 
catechin zuriickzureduzieren). 
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Wurde, nachdem die Kohlenoxydaufnahme zum Stillstand ge- 
kommen war, aus der Birne II das Kaliumcyanid in den Hauptraum 
gegeben, so wurde eben soviel Kohlenoxyd in den Gasraum zuriick- 
getrieben wie vorher Kohlenoxyd aus dem Gasraum absorbiert worden 
war. Dies beweist, daB es das Kupfer des Ferments ist, das sich mit 
dem Kohlenoxyd verbindet. Denn wir wissen aus Abschnitt 4, daB 
Blausiure das Kupfer von dem Protein des Ferments ablést. 

Zur Kontrolle wurden mit dem VersuchsgefaiB weitere drei GefaiBe 
in den Thermostaten eingehingt, deren Beschickung aus dem folgenden 
Protokoll hervorgeht. Bei Zugabe des Brenzcatechins aus Birne I trat 
in keinem der drei KontrollgefaiBe ein Druck auf. Bei Zugabe des 
Cyanids aus Birne Ii trat in allen drei KontrollgefaBen ein positiver 
und gleicher Druck auf, der Dampfdruck der Biausiure, der entsteht, 
wenn man von py 12 zu px 7,8 tibergeht. 


15°. Im Einsatz Kalilauge. 





% ee ee Gefi® IV 
GefiB I GefaB IT GefaiB III (keg = 1,426) 
Hauptraum... | 3,4cem Wasser 

1,0ccm m/2 Phosphat, py 7,7 
0,1 cem 0,25 mol. Lésung des 
K-Salzes des Robison-Esters — ere a a or 
0,4mg Zwischenferment 
0,3 mg Triphospho- Pyridin- 
Nucleotid 
+ 85mg Ferment + 85mg Ferment 
-0,11 mg Kupfer = 0,11 mg Kupfer 


Birne I ...... | 2 mg Brenzcatechin in 0,1 H, O a? anna iil 
Birne II......; 0,03 cem 2mol. KCN in n/20 | 

KOH, Py 12 { oe or —— 
Gasraum ..... Argon Kohlenoxyd Argon Kohlenoxyd 


Nach Einkippen 
aus Birne I 





mm n. 5 Min. 0 0 0 — 9,5 
1 ieee 0 0 0 — 11,0 
\ ae 0 0 0 ~ 11,5 
bo ee 0 0 0 — 11,5 
-16,5emmCO 
Nach Einkippen 
aus Birne II 
mm n. 5 Min. + 8,5 + 8,0 + 8,5 + 17,5 
10s + 8,5 + 8,0 + 8,0 + 20,5 
a + 8,5 + 8,0 + 8,5 + 20,0 
ieee + 8,5 + 8,0 -++ 8,5 + 20,5 
20,5 =— +12mm 


8,5 
= 17emm CO 
Berechnen wir aus dem Versuch die Kohlenoxydaufnahme in 
Molen, so war: 
die Kupfermenge in GefaiB IV: 0,11 mg = 1,75+ 10-* Mole 
die Kohlenoxydaufnahme in Gefi®B IV: 17 emm = 0,76 + 10-® Mole 
Biochemische Zeitschrift Band 299. ; 4 
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Also das Verhaltnis 
Mole CO 


0 : 
Mole Cu a 


vr 

Das gleiche Verhaltnis, nimlich caret 0,5, fand R. W. Root! 

Mole Cu 

bei dem Kohlenoxyddruck von einer Atmosphare fiir die Hamocyanine. 

Anmerkung 1. Mit der eben beschriebenen manometrischen An- 
ordnung kann man auch feststellen, da Cuproionen Kohlenoxyd 
binden und wieviel Kohlenoxyd dabei von dem Kupfer aufgenommen 
wird, Ersetzt man z. B. das Ferment durch Kupfersulfat und das 
Reduktionsmittel Brenzcatechin (das mit Kupfersulfat nicht reagiert) 
durch Ascorbinsaure, so wird beim Einkippen der Ascorbinsaure 1 Mol 
Kohlenoxyd pro Mol Kupfer aufgenommen und die gleiche Menge 
Kohlenoxyd beim Einkippen von Cyanid (oder z. B. von Cystein) 
wieder in den Gasraum zuriickgetrieben. — Kupferchloriir, das in 
Phosphatlésung mit Kohlenoxyd gesattigt worden ist, gibt beim Ein- 
kippen von Cyanid 1 Mol Kohlenoxyd pro Mol Kupfer an den Gasraum 
ab. Bei dem Druck von eine? Atmosphare binden also Cuprosalze 
doppelt soviel Kohlenoxyd wie das Ferment oder die Hamocyanine. 

Anmerkung 2. Da Blausaéure das Kupfer des Ferments von dem Protein 
abspaltet, so war an die Méglichkeit zu denken, da Kohlenoxyd das gleiche 
tut, obwohl dies nach Anmerkung | unwahrscheinlich war. Zur Priifung 
wurde reduziertes Ferment gegen éin groBes Volumen CO-gesattigter 
Lésung 48 Stunden bei 0° in einem Cellophanschlauch dialysiert. Aus dér 
Innenlésung war dann kein Kupfer herausgegangen. Das gleiche negative 
Ergebnis hatten entsprechende Versuche mit Hamocyanin (vgl. Abschnitt 10). 


8. Octopus-Himocyanin und Kupfergehalt der Hamocyanine. 


Kristallisiertes Octopushimocyanin wurde nach dem Prinzip von 
Martin Henze* aus Octopusblut gewonnen. 


40 cem Octopusblut wurden in der Zoologischen Station in Neapel mit 
dem gleichen Volumen gesiattigter Ammonsulfatlésung versetzt. Die 
Suspension des Blutfarbstoffs in dieser halbgesattigten Ammonsulfatlésung 
wurde nach Dahlem geschickt und kam jedesmal in ausgezeichnetem 
Zustand an. 

40 cem Suspension wurden hochtourig abzentrifugiert. Auf den Boden- 
satz wurde Wasser gegeben, ein farbloser Niederschlag wurde durch Zentri- 
fugieren abgetrennt und verworfen, die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
96 Stunden bei 0° in einem Cellophanschlauch gegen flieBendes Wasser 
dialysiert, wobei das gesamte Haimocyanin amorph ausfiel. 

Der amorphe Bodensatz wurde abzentrifugiert, mit Wasser auf ein 
Volumen von 40cem gebracht und mit 0,5cem 1 mol. Acetatpuffer des 
pu 5,2 versetzt. Wurde jetzt langsam gesattigte Ammonsulfatlésung zu- 


1 R. W. Root, J. of biol. Chem. 104, 239, 1934. — ? Martin Henze, 
Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 370, 1901. 
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geseizt, bis der Sattigungsgrad des Ammonsulfats 0,23 war, so léste sich 
zunachst alles, dann fiel ein geringer Niederschlag, der hochtourig ab- 
zentrifugiert und verworfen wurde. 

Die tiberstehende Lésung wurde in einem Exsikkator, der nicht eva- 
kuiert war, iiber Calciumchlorid langsam eingedunstet. Nach 3 Tagen 
fielen die ersten Hamocyaninkristalle, nach 6 Tagen war das Auskristalli- 
sieren beendet. Der Sattigungsgrad des Ammonsulfats war dann 0,455. 

Die sehr gut ausgebildeten Kristalle wurden hochtourig abzentrifugiert 
und in 10 cem Wasser gelést. Die Lésung wurde 50 Stunden bei 0° in einem 
Cellophanschlauch gegen flieBendes Wasser dialysiert. Dann wurde das 
Hamocyanin durch Zusatz von sehr wenig Phosphat des py 7,4 (m/200) in 
Lésung gebracht. Mit dieser ,,Hamocyaninlésung* wurden die im folgenden 
beschriebenen Versuche ausgefiihrt. 


Die Lésung enthielt pro cem 14,73 mg Protein und 0,037 mg 
Kupfer, das nach Veraschung, wie in Abschnitt 5 fiir das Ferment be- 
schrieben, kolorimetrisch bestimmt wurde. Der Kupfergehalt war also 

0,037 
14,73 

Fiir andere Hamocyanine sind folgende Kupfergehalte, die ich 

einer Zusammenstellung von F.Hernler und E. Philippi! entnehme, 


gefunden worden: 


- 100 = 0,25 %. 


PEE OMI ORD ou vas os os Seg tints A eines 0,245 % 
Loligo pealei (,,Squid“)............. 0,26 % 
Limulus Polyphemus ............... 0,173 % 
Homarus americanus ............... 0,187 % 
PN SG SoS skew ec ecoe ins 0,170 % 


Der Kupfergehalt der Haimocyanine betragt also 0,17 bis 0.26%. 
Zwischen diesen Werten liegt der Kupfergehalt der Polyphenoloxydase 
(0,2 %). 

Anmerkung 1. In meiner ersten Arbeit itiber die Polyphenoloxydase 
habe ich auf Grund veralteter Literaturangaben als Kupfergehalt der 
Hamocyanine irrtiimlicher weise 0,34 °, angegeben 

Anmerkung 2. Wie man das Kupfer der Polyphenoloxydase, ohne sie 
zu veraschen, mit der Cysteinmethode bestimmen kann, so kann man auch 
das Kupfer der Hamocyanine nach dem gleichen einfachen Verfahren 
bestimmen. 

In einem Hamocyaninpraiparat aus Blut des Tintenfisches ,,Squid", 
das mir Herr A. C. Redfield freundlichst geschickt hatte, fand ich: 

Nach Veraschung kolorimetrisch wie’in Abschnitt 5 0,26, 
Ohne Veraschung mit der Cysteinmethode....... 0,264% 

Da man bei der Cysteinmethode die Veraschung spart und die Cystein- 
methode auBerdem etwa 100mal empfindlicher ist als die kolorimetrische 
Methode, so wird man sie fiir Kupferbestimmungen in Himocyaninen den 
alten Methoden vorziehen. 


1 F. Hernler u. E. Philippi (zum Teil nach A.C. Redfield), Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 216, 110, 1933. 
4* 
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9. Sauerstoff- und Kohlenoxydverbindungen der Hiimocyanine'. 

Sattigt man eine Haimocyaninlésung mit Sauerstoff, so wird sie 
blau. Die Farbe riihrt von einer Bande her, deren Maximum (fiir 
Octopus-Hamocyanin) bei 575 my. liegt. 

Redfield, Coolidge und Montgomery? haben gefunden, daf in der 
blauen ,,Oxyhamocyaninlésung‘‘, in der der molekulare Sauerstoff 
dissoziierend gebunden ist, das Verhaltnis 


Mole O, 
Mole Cu — 


0,5 


ist. 

Durchstrémt man die blaue Oxyhaimocyaninlésung mit Stickstoff 
oder Argon, so verschwindet mit dem Sauerstoff die blaue Farbe. Die 
5 blaue Farbe verschwindet auch, wenn man die blaue 






















































































900-70 
i Oxyhamocyaninlésung mit Kohlenoxyd durchstrémt. 
800 } Obwohl im letzteren Falle weder im Sichtbaren noch 
' . 7, . . . . . 
' | im Ultraviolett eine Bande auftritt (sondern wie in 
700 . i r 
| Argon nur die Oxyhamocyaninbande verschwindet), 
600 | wird trotzdem, wie R. W. Root® gefunden hat, das 
x r - . . 
1 Kohlenoxyd von dem Hamocyanin gebunden, wobei 
500 das Verhaltnis 
400\ + Mole CO 0.5 
== v0 
Mole Cu : 
es ist. 
200 R. Kobert 
| ip, hat 1903 ge- 
P : ‘Me 
- a A funden, daB 
e — he man den 
2 4 640 = 680 ‘ 
200 2490 20 Sd 360 ¥00 40 _ 00 520 500 600 mL Sauerstoff 
Wellenlange Oxvhi 
f Ss 7 
Abb. 2. Absorptionsspektren des Octopushimocyanins. ou xy “ 
; < Hiamocyaninlésung, mit Sauerstoff gesiittigt (Oxyhimocyanin). mocyanin 
O——O Himocyaninlésung, mit Kohlenoxyd gesittigt (Kohlenoxyd- durch Blau- 
himocyanin). 
D (© Hiéimocyaninlésung, mit Argon gesittigt (Hiimocyanin). saure austrel- 
Die fiir Oxyhimocyanin charakteristische Bande im Ultraviolett ist: ben kann 


350 mu. Hohe 1,45- 107 qem/Mole Kupfer. 
Al 
Entsprechend 


kann man aus Kohlenoxydhamocyanin, was zur Zeit von Kobert noch 
nicht bekannt war, das Kohlenoxyd durch Blausaéure austreiben. Es sei 


! Kine ausfiihrliche Zusammenstellung der Literatur findet man bei 
Jean Roche, Essai sur la biochemie générelle et comparée des pigments 
respiratoires. Marseille 1935. — * A. C. Redfield, Th. Coolidge u. H. Mont- 
gomery, J. of biol. Chem. 76, 196, 1928. — * R. W. Root, ebenda 104, 239, 
1934. — ‘4 R. Kobert, Pfliigers Arch. 98, 411, 1903. 
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hier angemerkt, da weder Oxyhaimoglobin noch Kohlenoxydhamo- 
globin mit Blausiure reagieren. 

Kobert erklarte die Austreibung des Sauerstoffs aus Oxyhamo- 
eyanin durch die Annahme, daf bei Zugabe der Blausadure sich ein 
(bestandiges) Blausiurehimocyanin bildet. Die richtige Erklarung 
ist, daB Blausiure das Oxyhimocyanin in Protein, Kupfersalz und 
Sauerstoff spaltet. 

Zur Erliuterung des iiber die Farbe der Hamocyanine Gesagten 
teile ich das Ergebnis lichtelektrischer Messungen an Octopushimo- 
cyanin (Abb. 2 und 3) mit. Da die Bande des Oxyhadmocyanins im 
Sichtbaren sehr niedrig ist, so muBte zur Darstellung dieser Bande 
(Abb. 3) ein gréBerer MaBstab gewahlt werden als zur Darstellung des 
Ultraviolettspektrums. 

Aus den unter den w 









































Abb. 2 und 3. fir die “eS e eee 
Pee = +--+} + 
charakteristischen Oxy- | | | 
hamocyaninbanden ange- Said 
A . s 10\- —+—+—-+ a 
gebenen Werten sieht man, 
; ; 7 ie oe 
daB die Bande im Ultra- 
ae 9 l l I aR 6 if Lies 7 
violett rund 20 mal sqhom: 3 ef }—| | | 
ist, wie die Bande im Sicht- So Mt | 
» 7 als os & ‘5 Be. 
baren. Will man also die $ bee ai) EE, LS ba PS. 
_— es mn e ° | | | | 
Oxyhamocyaninbildung Sy Me ot at Se ee Se 
‘ & ora | 
spektroskopisch nach- § eo 3 SE 
6 : Ss Rt 
weisen, so wird man das ©& 2 —— 
Wellenlangengebiet der H+ 
Bande im Ultraviolett be- Pp Bae Rs | | | Same Nes Tee eee We A | 
a D I ht 420 460 500 540 580 620 660 700 
nutzen. Dann braucht man Wellenlange my 
ps 1 ila 
fiir eme Messung 20 mal Abb. 3. Absorptionsspektrum des Octopushiimo- 
weniger Substanz als im ecyanins im Sichtbaren. 
yy ‘ x < Hamocyaninlisung, mit Sauerstoff ge- 
Gebiet der sichtbaren sittigt (Oxyhimocyanin). 
Bande. )——O Himocyaninlésung, mit Kohlenoxyd ge- 
siittigt (Kohlenoxydhimocyanin) 
Anmerkung. In den — Himocyaniniésung, mit Argon gesittigt 
Abb. 2 und 3 fallt es auf, Fis (Hiimoeyanin). mel 
la di ee ur Ha Die fiir Oxyhiimocyanin charakteristische Bande 
dak ‘ ft Kurven fu amo- im Sichtbaren ist: 575 mu. 
eyanin im Gebiet der Oxy- Hohe 7,3 105 qem Mole Kupfer. 


haimocyaninbanden — etwas 
héher liegen als die Kurven fiir Kohlenoxydhimocyanin. Wahrscheinlich 
riihrt dieser Unterschied da her, da} die Hamocyaninlésungen noch Spuren 
von Sauerstoff enthielten, die Kohlenoxydhamocyaninlésungen aber frei 
von Sauerstoff waren. 
10. Spaltung des Hiamocyanins. 

7 ccm einer m/20 Phosphatlésung des py 7,4 enthielten pro cem 

37 mg Oxyhaimocyanin. Der Kupfergehalt war nach Veraschen kolori- 


0 
( 


metrisch bestimmt worden und betrug 0,25 °%. 
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Wurde 0,1 cem 2 normale Kaliumcyanidlésung zu der Lésung 
gegeben (py war dann 8,0), so verschwand die blaue Farbe des Oxy- 
himocyanins. Die Lésung war dann schwach gelb und zeigte eine 
schwache Fluoreszenz. 


Die Lésung wurde in einen Cellophanschlauch eingefiillt und bei 0° 
68 Stunden gegen 1000 ccm einer Lésung des py 7,4 dialysiert, die 
in bezug auf KCN und Phosphat m/100 war. Zur Entfernung der 
Blausiure wurde dann zunachst 48 Stunden bei 0° gegen 1000 com 
einer m/300 Phosphatlésung des py 7,4 dialysiert. SchlieBlich wurde 
noch 14 Stunden bei 0° gegen flieBendes Wasser dialysiert. 


Die wie vor der Dialyse schwach gelbe und schwach fluoreszierende 
Lésung wurde 20 Minuten mit Sauerstoff durchstrémt, wobei sie nicht 
blau wurde. Eine geringe Triibung, die bei der Sauerstoffdurchstr6mung 
auftrat, wurde abzentrifugiert und verworfen. 


Die iiberstehende Lésung enthielt 34,26 mg Protein pro ccm und 
(Bestimmung kolorimetrisch nach Veraschen) 0,015 mg Kupfer pro ccm. 
: 0,015 
Der Kupfergehalt des Proteins betrug also 24 98. 100 = 0,044 °%, gegen 
0,25 %, vor der Dialyse. 83°, des Kupfers war durch die Dialyse gegen 
Blausdure entfernt worden. 


Obwohl die ,,Proteinlésung* noth einen Rest von Kupfer enthielt, 
ergab die Messung des Absorptionsspektrums nach Siattigung der 
Lésung mit Sauerstoff (vgl. Abb. 4, Abschnitt 11) keine Andeutung 
einer Oxyhaimocyaninbande. Die Proteinlésung enthielt also kein 
sauerstoffbindendes Kupfer. Vielleicht stammt der gefundene Kupferrest 
von den Kupferverunreinigungen der Phosphatlésung, gegen die zur 
intfernung der Blauséure dialysiert worden war. Da solches Kupfer 
zweiwertig ist, wire es unfahig zur Resynthese von Hamocyanin. 


Wie dem auch sein mag, jedenfalls kann man auch aus Hamo- 
cyanin Kupfer mit Blausiure abspalten. Vielleicht ware es giinstig 
gewesen, auch bei der Spaltung des Hamocyanins, wie es bei der Spaltung 
der Polyphenoloxydase geschah, ein Reduktionsmittel zuzusetzen. Ich 
habe das nicht getan, weil das Kupfer des Himocyanins einwertig ist. 


Anmerkung. Wie fiir die Phenoloxydase, so wurde fiir Hamocyanin 
gepriift, ob auch Kohlenoxyd Kupfer aus dem Hamocyanin abspaltet. 
Eine Oxyhiaimocyaninlésung wurde mit Kohlenoxyd gesittigt und dann 
48 Stunden bei 0° in einem Cellophanschlauch gegen ein grobes Volumen 
mit Kohlenoxyd gesittigter neutraler Phosphatlésung dialysiert. Wurde 
dann die Innenlésung mit Sauerstoff durchstrémt, so farbte sie sich wieder 
blau und die Messung der Oxyhimocyaninbanden bei 350 my und 575 mu 
ergab dieselben Werte, wie vor der Behandlung mit Kohlenoxyd. Kohlen- 
oxyd spaltet also aus Hamocyanin kein Kupfer ab. 
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Spaltung und Resynthese der Polyphenoloxydase usw. 5! 


11. Resynthese des Hiimocyanins. 


Gibt man zu der Proteinlésung, die nach Abschnitt 10 aus Hamo- 
cyanin gewonnen worden ist, Kupfersulfat, so bildet sich kein Hamo- 
cyanin, offenbar weil das Kupfer des Kupfersulfats zweiwertig, aber 
das Kupfer des Hamocyanins einwertig ist. Haimocyanin entsteht aber, 
wenn man einwertige Kupfersalze mit dem Protein zusammenbringt. 

Da Cuprosalze autoxydabel sind, so muB die Resynthese unter 
sorgfaltigem AbschluB8 von Sauerstoff vorgenommen werden. Ich 
benutzte dazu ein kegelférmiges ManometergefaiB, das folgendermaBen 
beschickt wurde: 

Hauptraum: 3,5 ccm Proteinlésung, die 120 mg Protein enthielt. 
0,15 ,, zweifach normales Natriumacetat. 


0.2. ,.,. normales Natriumcehlorid. 
Birne: 0,8 ,,. einer Cuprochloridlésung in m/4 NaCl, m/5000 HCl, 
die 0,510 mg Cu enthielt, wahrend die dem Protein 
aquivalente Kupfermenge 120+ 0,0025 = 0,30 mg 


Kupfer wire. 
Gasraum: Argon. 

Die Fliissigkeit im Hauptraum wurde zunachst langere Zeit mit 
Argon durchstrémt. Erst dann wurde die mit Argon gesittigte Cupro- 
salzlésung, wahrend der Durchstr6mung des GefaiBes mit Argon, in 
die Birne eingefiillt. Nach SchluB der Hahne wurden die Lésungen 
durch Umkippen der Birne gemischt. 

Die Mischung, in der ein dichter weiBer Niederschlag entstand, 
blieb 4 Stunden bei Zimmertemperatur unter AbschluB von Sauerstoff 
stehen. Dann wurde zentrifugiert. Die iiberstehende Fliissigkeit wurde 
verworfen, zu dem Bodensatz wurde soviel n/50 Ammoniak gegeben, 
daB das Volumen 3,5 cem betrug. Beim Verreiben mit der Ammoniak- 
lésung léste sich der Niederschlag langsam auf. 

Wurde die ammoniakalische Lésung mit Sauerstoff durchstrémt, 
so erschien jetzt die blaue Farbe des Oxyhimocyanins. Die Farbe 
verschwand wieder, wenn der Sauerstoff durch Argon verdrangt wurde. 

Zur quantitativen Bestimmung des gebildeten Oxyhamocyanins 
wurde das Absorptionsspektrum der mit Sauerstoff gesaittigten Lésung 
lichtelektrisch gemessen, zum Vergleich die mit Sauerstoff gesattigte 
Proteinlésung und eine Lésung von reinem nichtgespaltenem Oxy- 
hamocyanin. 

Abb. 4 ist eine graphische Darstellung der Messungen. Die §-Werte 
sind, da das Molekulargewicht des Proteins unbekannt ist, nicht in 
qem /Mole, sondern in qem 'g Protein angegeben. 


Aus der Hohe der Bande 350 mu der charakteristischen Oxy- 
hamocyaninbande im Ultraviolett — entnimmt man 
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F. Kubowitz: 


1. daB die Proteinlésung kein Oxyhaimocyanin enthielt, 
2. daB 50°, des Proteins durch Cuprosalz zu Hamocyanin re- 
synthetisiert worden sind. 


Anmerkung. Die Versuche iiber die Spaltung und Resynthese des 
Himocyanins sind nicht so ausgearbeitet worden, wie die Versuche iiber 
die Spaltung und Resynthese der Polyphenoloxydase, bei denen die Kupfer- 
abspaltung 100° jig und die Resynthese 100 °%%ig war. 

Wahrscheinlich wird es nicht schwer sein, auch bei den Hamocyanin- 
versuchen 100 °,ige Ergebnisse zu erzielen. Bei der Abtrennung des Kupfers 






























mit Blausiiure wird man vielleicht bessere Erfolge 
a gee RE haben, wenn man zur Reduktion etwa vorhandenen 
54 F- zweiwertigen Kupfers (,,Methimocyanin‘') ein Re 
- duktionsmittel zusetzt, das aber nicht Hydrosulfit 
30 sein darf. Aus der Phosphatlésung, gegen die man 
nach der Behandlung mit Blauséure dialysiert, wird 
‘a man Kupferspuren durch Aluminiumhydroxyd ent- 
fernen. Bei der Resynthese wird man vermutlich 
bessere Ausbeuten erhalten, wenn man an Stelle des 
22 Cuprochlorids — das immer EiweiB denaturiert 
ein Cuprisalz mit einem geeigneten Reduktionsmittel, 
16\— etwa Ascorbinsaéure, zusetzt. 
a 12. Versuche von Keilin und Mann. 
‘ ,,.Polyphenol oxidase. Purification, nature and 
10\— properties‘ ist der Titel einer Arbeit, die D. Keilin 
s und 7’. Mann! kiirzlich veréffentlichten 
as und in der sie das Ergebnis meiner 
Arbeit von 1937, daB die Polyphenol- 
Q2- oxydase ein Kupferproteid ist, bestatigt 








4 — abe 
200 «MO BO 320 60 hate a : 
Wellenlange Keilin und Mann geben fiir das 
Abb. 4. Resynthese des Himocyanins Ferment einen Kupfergehalt von 0,30 %, 
* aus Protein und Cuprosalz 
Alle drei Lésungen waren mit Sauerstoff 7 ye 
gesiittigt. Kupfer als die kupferreichsten Hamo- 


e eo Protein (aus Himocyanin durch eyanine, was bei der nahen Verwandt- 
Spaltung mit Blausiure). P 


an. Dann enthielte das Ferment mehr 


O——©) Oxyhamocyanin (Lésung von Schaft zwischen Ferment und Hamo- 
Kristallen aus Octopusblut).” = @yaninen unwahrscheinlich ist. 

<—_—— & Oxyhiimocyanin, resyntheti- . i bats 3 A 
siert aus Protein und Cuprosalz. Wabhrscheinlich enthielt das Fer- 


ment von Keilin und Mann falsches 
Kupfer. Denn in den Pilzen, aus denen sie das Ferment isolierten, waren 
nur 2% des gesamten Kupfers Fermentkupfer. Wie ich bei der Re- 
synthese des Ferments aus Protein und Kupfersalzen gefunden habe, 
bindet das Fermentprotein Kupfer an falschen Stellen und die Ent- 
fernung solchen falschen Kupfers macht groBe Schwierigkeiten. 


' D. Keilin u. T. Mann, Proe. Roy. Soc. London (B) 125, 187, 1938. 
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Weil Keilin und Mann mit gleichen Fermentmengen, aber der 
250 fachen Brenzcatechinkonzentration, einen gréBeren Sauerstoff- 
verbrauch fanden als ich, nehmen sie an, da8 ihr Ferment wirksamer 
sei. Rechnet man aber ihre Ausschlige und meine Ausschlige auf 
gleiche Brenzcatechinkonzentrationen um — was man natiirlich zum 
Vergleich tun muB —, so sind die Ausschlige von Keilin und Mann 
im Vergleich zu den Ausschligen in meinem Test zu klein. Dies 
riihrt daher, da Keilin und Mann in ihrem Test gar nicht die Ge- 
schwindigkeit der chemischen Fermentreaktion gemessen haben, 
sondern nur die Diffusionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs in ihren Test- 
lésungen, die von Zufalligkeiten (z. B. Schiittelgeschwindigkeit) abhangt. 

Was die Wirkungen des Ferments anbetrifft, so geben Keilin und 
Mann an, daB Monophenole, z. B. p-Cresol, von dem reinen Ferment 
nicht oxydiert werden. Dabei haben sie iibersehen, daB im Falle der 
Monophenole die Sauerstoffaufnahme erst nach einer Induktionszeit 
beginnt, deren Abklingen iibrigens in der Abbildung auf S. 200 ihrer 
Arbeit schon zu erkennen ist. Diese Induktionszeit wird durch Diphenole 
verkiirzt oder aufgehoben. Deshalb findet man in Rohextrakten von 
Pilzen, die induktionsverkiirzende Substanzen enthalten, gréfere 
Anfangswerte fiir Monophenole als in Lésungen des reinen Ferments. 

Zusammenfassend muB ich sagen, daB ich die Angaben von Keilin 
und Mann, soweit sie iiber meine Ergebnisse von 1937 hinausgehen, 
nicht bestatigen kann. 

















Uber den EinfluG stickstoffhaltiger Stoffe 
auf die Maltosebestimmung nach Bertrand, Willstitter-Schudel 
und Auerbach-Bodlinder. 
Von 
R. Klemen. 
(Aus dem Chemischen Institut der Kénig Alexander-Universitat in Laibach. ) 


(Eingegangen am 16. August 1938.) 


VerhaltnismaBig spit erst wurden Methoden gefunden, welche die 
Bestimmung reduzierender Zucker auf Grund streng stéchiometrisch 
verlaufender Reaktionen erméglichen. Es sind dies insbesondere die 
jodometrischen Bestimmungsarten nach W illstdtter-Schudelund A uerbach- 
Bodlander. Wihrend diese beiden Methoden in reinen Zuckerlésungen 
sowohl unter sich wie auch mit der Methode von Bertrand gut itiber- 
einstimmende Werte ergeben!, findet man leider bedeutende Ab- 
weichungen, wenn man versucht, mit ihrer Hilfe Zuckerbestimmungen 
in biologischen Medien auszufiihren. Insbesondere stérend wirken 
Eiweibstoffe bzw. ihre Spaltprodukte. 

Im Schrifttum finden sich an mehreren Stellen Angaben iiber den 
ZinfluB stickstoffhaltiger Substanzen auf die Ergebnisse der Zucker- 
bestimmungen. Neuberg und Ishida? geben an, daB die Zucker- 
bestimmung in Gegenwart von EiweiBabbauprodukten (Peptone, 
Aminosauren und Amide) nicht exakt durchgefiihrt werden kann und 
schlagen zu ihrer Entfernung die kombinierte Anwendung von Merkuri- 
acetat und Phosphorwolframsiure vor. Alessandro Bernardi* fand 
bei Bestimmungen von Glucose in Gegenwart von Pepton mit Fehling- 
schet Lésung zu hohe Werte. Er schrieb die Abscheidung des Peptons 
mit Phosphorwolframsaéure vor. Erwin Last kam zur Erkenntnis, 
da8 Albumosen und Peptone die Zuckerbestimmung nach Bertrand 
stéren, wihrend Aminoséuren ohne Einflu8 sind. Dem aus Erepton 
abgespaltenen NH, schreibt er lésenden EinfluB auf das bei der Re- 
duktion ausfallende Cu,O zu. 

Der EinfluB der erwaihnten Substanzen ist demnach schon auf die 
mit Fehlingscher Lésung arbeitenden Methoden deutlich. Viel aus- 


1 Siehe z. B. Josephson, Berl. Ber. 56, 1758, 1923. Abweichende An- 
gaben in der Literatur, die sich auch bis in die letzte Zeit immer wieder vor- 
finden lassen (z. B. Tychowsky u. Pajak, Roezniki Chemiji 17, H. 8, 383, 
1937), diirften wohl auf nicht entsprechende Versuchsbedingungen zuriick- 
zufiihren sein. 2 Zeitschr. d. Ver. Deutsch. Zuckerind. 1911, S. 1113. 

- 3 Diese Zeitschr. 41, 160, 1912. —- 4 Ebenda 93, 66, 1919. 
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gesprochener ist er jedoch auf die jodometrischen Bestimmungen. 
Willstdtter und Schudel geben bereits an, daB die von ihnen angewandte 
Hypojoditlésung sehr stark auf EiweiB, Aminoverbindungen und Amon- 
salze einwirkt und in deren Gegenwart nicht angewendet werden darf. 
In einer breiter angelegten Versuchsserie verglich Rosenthaler! die EKin- 
wirkung verschiedenartiger stickstoffhaltiger Verbindungen (von 
Ammoniumsalzen, Asparagin, Glykokoll, Harnstoff, Hippursaure, 
Pepton) auf die Bestimmungen von Glucose nach verschiedenen 
Methoden [Allihn-Ambih!, Rupp-Lehmann, v. Fellenberg, Mohr ( Ber- 
trand), Willstdtter-Schudel, Auerbach- Bodlander, Pavy-Sahli|. Er fand 
unter ihrem EinfluB die Resultate meist erhéht, nur im Falle der Harn- 
siure erniedrigt. Fleury und Boyeldieu® geben an, da Albumine und 
Aminosduren auf das Reduktionsvermégen nicht einwirken (wohl 
gegen Fehlingsche Lésung), wihrend Albumosen und Peptone es er- 
niedrigen. Die Entfernung letzterer fiihren sie mit saurem Quecksilber- 
sulfat durch. F. A. Dykins und D. T. Englis® schlieBlich studierten 
die jodometrische Bestimmung (nach Carjori) von Glucose in Gegenwart 
von Fructose und von Glykokoll. Sie fanden, daB beide letzteren Ver- 
bindungen unter den angegebenen Bedingungen ebenfalls Jod_ ver- 
brauchten und schlagen fiir die Durchfithrung der Bestimmung die 
Anwendung einer aus sekundirem Natriumphosphat und NaOH zu- 
sammengesetzten Pufferlésung vom py 11,48 vor. 

Mit Riicksicht auf die einander teilweise widersprechenden An- 
gaben in der Literatur und auf Grund der Tatsache, dal} die meisten 
Kontrollbestimmungen mit Glucose als Zuckerkomponente durchgefiihrt 
worden sind, erschien es nicht unberechtigt nachzupriifen, wie sich 
einzelne Stickstoffverbindungen bei der Maltosebestimmung nach 
Bertrand einerseits und nach Willstdtter-Schudel baw. Auerbach- Bod- 
linder andererseits auswirken. 


Experimenteller Teil. 
1. Die Einwirkung von reinen (NH,),SO,- bzw. CO (NH,),-Lésungen auf 
die Reagenzien nach Bertrand bzw. Willstdtter-Schudel und Auerbach-Bod- 
lander. 


Die Lésung des Ammonsulfats enthielt 5,16 mg N in 5 ccm, die 
Harnstofflésung 5mg N in 5cem. Es wurden je 10 ccm Lésung an- 
gewandt und nach den Vorschriften der einzelnen Methoden behandelt. 

Die Ergebnisse sind tin Tabelle I wiedergegeben. 


Bei Einwirkung der Hypojoditlésung nach Willstdtter-Schudel 
schied sich aus der Ammonsulfatlésung ein betrachtlicher, dunkelgrauer 


1 Pharm. Zentralhalle 66, 517, 1925. — * J. Pharm. Chim. [8] 7, 207, 
249, 1928. — 3 Ind. engin. Chem. Analyt. Edition 3, 21, 1931. 
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Tabelle IL. 





(N Hy), $0, CO(N H,)» 
Bestimmungsart Verbrauchte cem n/10 J Verbrauchte cem n 10 J 
bzw. K MnO, bzw. K MnO, 
Auerbach-Bodldnder ......... 0,06 + 0,01 0,00 
Part is eek vc. ctéces 0,11 + 0,01 0,01 
W illstatter-Schudel .......... 2,8 +0,2 0,30 


Niederschlag ab, der sich beim Ansiauren wieder léste. Nach Awerbach- 
Bodlander entstand zwar urspriinglich auch ein geringfiigiger Nieder- 
schlag, doch léste sich dieser wihrend der zweistiind'gen Einwirkung 
wieder vollstindig auf. In der angegebenen Konzentration wirkte 
der Ammoniakstickstoff wohl stark auf die mittels n/10 NaOH bereitete 
Hypojoditlésung, war jedoch der mittels Carbonatpuffer hergestellten 
gegeniiber fast ganz wirkungslos. Bei Harnstoff wirkte sogar die Lésung 
nach Willstatter-Schudel nur in ganz untergeordnetem Mae ein. Daf 
das Reagens nach Bertrand in beiden Fallen wirkungslos war, war 
vorauszusehen. t 
2. Versuche mit Glykokoll. 

Angewandt wurde eine durch Auflésen von 1,3385 g Glykokoll 
zu 250 ccm hergestellte Lésung. Gemessen wurde sowohl das Verhalten 
reiner Glykokol!ésungen (5 com mit 15 ccm Wasser verdiinnt zu den 
Einzelversuchen) wie auch jenes von Glykokoll-Maltosemischungen 
wechselnder Zusammensetzung gog2niiber den einzelnen Verfahren 
zur Zuckerbestimmung. Die Ergebnisse sind in Tabelle Il zusammen- 
gefaBt. 

Tabelle II. 





5ecm Maltose 5 cem Maltose 10 ccm Maltose 
und 1 ecm und 5 ecm und 10¢em 
Glykokoll Glykokoll Glykokoll 


5 eem 5 eem 10 ecm 
Bestimmungs- Maltose* Glykokoll Glykokoll 
* art 


Reagensverbrauch, ausgedriickt in mg Maltose 


Bertrand .. 23,1+0,05 1,2+0,15' 1,3+0,0 | 23,0+0,1 | 23,3+0,05 | 46,0 + 0,0 
Auerbach - 

Bodlander 23,1+0,1 0.0 0,0 23,0+0,0 | 23,3+0,1 | 46,1 + 0,1 
W illstatter- 

Schudel.. 23,1+0,1 12,0+0,6 12,7+0,3 31,4+0,3  37,6+0,6 | 55,0+0,0 


* Die angegebenen Fliissigkeitsmengen wurden in allen Fallen durch Zugabe von Wasser 
auf ein Gesamtvolumen von 20 cem verdiinnt. 


Dem Glykokoll gegeniiber sind demnach die Lésungen nach Ber- 
trand und Auerbach-Bodlinder praktisch chne Einflu8, wahrend die 
Hypojoditlésung nach Willstdtter-Schudel verhiltnismaBig stark ein- 
wirkt. Diese Einwirkung erfolgt hier nicht stéchiometrisch, auch findet 
man die Resultate in den Lésungen von Maltose-Glykokollgemischen 
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nicht additiv. Wahrend geringe Glykokollmengen die Resultate sehr 
stark erhéhen, findet man ihren EinfluB bei ansteigenden Gaben fort- 
schreitend niedriger. 


> 


3. Versuche mit Pepton. 

Die Lésung wurde hergestellt durch Auflésen von 2,0877 g Pepton 
., Witte’ zam Volumen von 300 ccm und Abfiltrieren der iibrigbleibenden 
Flocken. Die Bestimmungen wurden hier analog jenen mit Glykokoll 
ausgefiihrt; dabei wurde zuerst das Verhalten der Peptonlésung fiir 
sich gepriift und dann festgestellt, welchen EinfluB sie auf die Resultate 
der Maltosebestimmung nach den verwendeten Methoden iibte. Die 
Ergebnisse finden sich in Tabelle ILI. 


Tabelle III. 











5 ccm Maltose 


5 ccm Maltose * 5 ecm Pepton ps ma 
Bestimmungsart und Sccm Pepton 
Reagensverbrauch, ausgedriickt in mg Maltose 
MOONE Ss EOS 0,5 + 0,0 20,6 + 0,05 
Auerbach-Bodlinder ..... 28,2 + 0,0 50,6 + 0,0 
W illstdtter-Schudel....... 22,2 + 0,0 29,9 + 0,0 51,7 + 0,1 


* Auch hier wurden die abgemessenen Lésungen vor Ausfiihrung der Bestimmung auf 
20 eem verdiinnt. Der Gehalt der reinen Maltoselésung ist nur jodometrisch nach Wéillstdtter- 
Schudel bestimmt worden. 


Wahrend die Peptonlésung allein auf die alkalische Kupfertartrat- 
lésung praktisch nicht eingewirkt hat, findet man unter ihrem EinfluB 
die Resultate der Zuckerbestimmung bereits merklich erniedrigt. Dies 
stimmt mit den Angaben im Schrifttum iiberein. Bei beiden jodometri- 
schen Bestimmungsarten andererseits verschwindet in diesem Falle 
das unterschiedliche Verhalten, welches sie dem Ammoniumstickstoff 
und dem Aminostickstoff gegeniiber gezeigt hatten, fast véllig. Man 
findet ihre Einwirkung auf die Peptonlésurg fast gleich. AuBerdem 
haben die Ergebnisse der jodometrischen Bestimmungen in Maltose- 
Pepton-Gemischen ausgesprochen additiven Charakter. 


4. Versuche mit Albumin. 


Zu den Versuchen diente eine filtrierte Lésung von gewohnlichem 
Handelsalbumin, deren Stickstoffgehalt nach Kjeldahl zu 4,65 mg 


Tabelle IV. 





5 cem Maltose 


silitleaiiilaedii 5 ecm Maltose &eem Albumin und 6 ccm Albomin 
Reagensverbrauch, ausgedriickt in mg Maltose 
IN os Var ek sb. 22,5 + 0,0 1,8 + 0,0 22,5 + 0,4 
Auerbach- Bodlinder ..... 22,5 + 0,05 24,0 + 0,0 47,5 + 0,9 


Willstatter-Schudel....... 22,3 + 0,1 21,3 + 0,05 44,2 + 0,2 
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N pro 5cem gefunden worden war. Die Bestimmungen sind ganz 
analog jenen mit dem Pepton ausgefiihrt worden, es gelten hier auch 
die bereits dort gemachten Anmerkungen. Die Resultate dieser Versuchs- 
serie finden sich in Tabelle IV. 

Die Albuminlésung verursachte nach Bertrand einen etwas starkeren 
Verbrauch an KMnQ, und erniedrigte in Gemischen mit Maltose nach 
der erwaihnten Bestimmungsmethode die Resultate weniger stark 
als Pepton. Ubereinstimmend damit findet man in der Literatur An- 
gaben, das Albumin die Resultate der Zuckerbestimmungen weniger 
ungiinstig beeinfluBt als die mittleren EiweiBabbauprodukte. Den 
Hypojoditmethoden gegeniiber zeigte Albumin weitgehend dem Pepton 
analoges Verhalten. Nur findet man hier erstmalig das Ergebnis nach 
Auerbach-Bedlinder etwas hoher als jenes nach Willstdtter-Schudel. 


Zusammenfassung. 


1. Den Angaben in der Literatur entsprechend ist von den unter- 
suchten Stickstoffverbindungen Pepton bei der Zuckerbestimmung 
nach Bertrand am schidlichsten? 

2. Die Hypojoditlésungen nach Willstatter-Schudel und Auerbach- 
Bodlinder wirken auf Pepton und Albumin weitgehend analog ein. 
In Gemischen mit Maltose findet man, wenigstens in dem angegebenen 
Mengenverhaltnis, annahernd additive Resultate. 

3. In ihrem Verhalten gegeniiber Ammonium- und Aminostickstoff 
weichen die Lésungen von Willstdtter-Schudel und Auerbach- Bodlander 
wesentlich voneinander ab; wahrend die erstere stark reagiert, erweist 
sich letztere als praktisch unwirksam. 
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Uber die Verwendbarkeit einzelner Eiweibfallungsmittel 
bei der Zuckerbestimmung in Getreideautolysaten. 
Von 


R. Klemen. 
(Aus dem Chemischen Institut der Kénig Alexander-Universitat in Laibach.) 


(Eingegangen am 16, August 1938.) 


Es ist von mehreren Seiten vorgeschlagen worden, bei Beurteilung 
der Backfahigkeit von Mehlen ihre zuckerbildende Kraft mit zu beriick- 
sichtigen'. Auf Grund der heute wohl allgemein anerkannten Ansicht 
muB diese Bestimmung den in der Praxis herrschenden Verhaltnissen 
méglichst weitgehend angepaBt sein. Deshalb wurde die urspriinglich 
von Lintner vorgeschlagene Methode, nach welcher die Mehlamylasen 
gelést und dann auf eine Stirkelésung zur Einwirkung gebracht wurden, 
zugunsten der von Rumsey eingefiihrten Autolysenmethode verlassen. 
Nach dieser wird festgestellt, wie weitgehend die Amylasen die un- 
verquollene Starke ihres eigenen Mehles anzugreifen vermégen. Bei 
diesen Autolysenversuchen resultieren betrachtlich weniger reine 
Lésungen, die fiir die Zuckerbestimmung viel ungiinstiger sind. Es darf 
daher nicht Wunder nehmen, wenn man bisher leider eine allgemein 
anerkannte gemeinsame Analysenvorschrift vermiBt und wenn auBberdem 
bei diesen Bestimmungen die streng stéchiometrisch verlaufende, 
doch gegen Verunreinigungen der Zuckerlésung sehr empfindliche 
jodometrische Zuckerbestimmung fast gar keinen Eingang gefunden hat. 
Es ist verstandlich, da neben der von Blish-Sandstedt modifizierten 
Zuckerbestimmung nach Hagedorn und Jensen in erster Linie die weniger 
empfindlichen Kupfermethoden weitgehendste Beachtung gefunden 
haben. 

Beriicksichtigt man, da3 die jodometrische Zuckerbestimmung in 
ihrer Ausfiihrungsform wohl von allen die eleganteste ist und auBerdem 
den Vorteil stéchiometrischen Verlaufs besitzt, so findet man es mit 
Hesse sicher bedauernswert, dafs sie nicht auch bei dieser Art von Be- 
stimmungen Eingang gefunden hat. Fiir die gleichzeitige Verwendung 
verschiedener Methoden bei der Zuckerbestimmung in Pflanzenextrakten 
hat sich Th. G. Phillips? eingesetzt auf Grund seiner Erfahrung, dab 
unter mehreren von ihm gepriiften Zuckerbestimmungsmethoden keine 
in allen Fallen mit der gleichen Sicherheit angewendet werden konnte. 
Die verschiedensten Griinde sprechen demnach dafiir, auch die jodo- 

' Schrifttumsiibersicht bei Hesse in Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 147, 
1935. 2 J. of biol. Chem. 95, 735, 1932. 
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metrischen Methoden zur Bestimmung von Zuckern in Mehlautolysaten 
zu verwenden. 

Soweit aus der zur Verfitgung stehenden Literatur ersichtlich ist, 
schligt e'gentlich nur Sven Hagberg! die jodometrische Zuckerbestimmung 
zum Zwecke der Getreideuntersuchung vor, gibt jedoch an, daB die 
so ethaltenen Resultate von den nach anderen Methoden gefundenen 
oft abweichen. Da vorauszusehen war, da} insbesondere eiweiBartige 
Stoffe bei der jodometrischen Zuckerbestimmung in Getreideautolysaten 
stérend wirken, erschien es nicht wninteressant nachzupriifen, wie weit- 
ghend die Abweichungen zwischen den einzelnen Ergebnissen von 
der Wahl des Eiweiffallungsmittels akhang’g sind. 


Experimenteller Teil. 


In ungefaihrer Anlehnung an die von Rumsey? gegebene Autolysen- 
vorschrift wurde eine abgewogene Menge von Mehl bzw. Getreideschrot in 
einem trockenen Mefikolben im Thermostaten auf 30° angewarmt und dann 
unter vorsichtigem Schwenken mit der angegebenen Menge ebenfalls vor- 
gewarmten Wassers versetzt. Die Autolysendauer betrug 1 Stunde, wobei 
in Absténden von je '/, Stunde der Kolbeninhalt durchgemischt wurde. 
Nach Ablauf der Autolysenzeit wurde das Eiweibfallungsmittel zugegeben, 
zur Marke angefiillt, durch ein trockenes Filter filtriert und in je 20 cem 
des Filtrats der Zucker nach den Methoden von Auerbach- Bodldnder, Ber- 
trand, sowie Willstdtter-Schudel bestimmt und als Maltose berechnet. Ur- 
spriinglich war vorgesehen, den Zucker auch nach Blish-Sandstedt zu be- 
stimmen, doch wichen die so erhaltenen Resultate besonders stark ab. Es 
konnten auch unter Verwendung reiner Maltoselésungen nicht die Werte 
reproduziert werden, welche Hesse in seiner bereits erwihnten Arbeit anfihrt, 
so daf davon Abstand genommen werden muBte. Die Methoden von A wer- 
bach- Bodlinder, Bertrand und Willstdtter-Schudel hatten mit reinen Maltose- 
lésungen gute Ubereinstimmung gezeigt. 


1. Versuche mit Weizenmehlen und Natriumwolframat als Fallungsmittel. 


_ Versuchsansatz: 30g Mehl, 200cem Wasser im 300-cem-MeBkolben, 
nach Ablauf der Autolysenzeit Zugabe von 9,6cem 15 °,igem Natriumwolfra- 
mat und 6 cem H,SO, 1: 9. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle I. 


Tabelle I. 





Mehl 00 Mehl 0 Mehl 2 Mehl 4 Mehl 6 
Bestimmungsart N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt N-Gehalt 
1,50 %Jo 1,52 J 1,49 %J 1,82 %Jp 1,89 %p 
Bertvand ......... 16,2 + 0,2 | 19,6 + 0,1 | 13,6 + 0,1 | 21,7 + 0,1 27,3 + 0,1 
Auerbach-Bodlander 13,4 + 0,1 | 16,6 + 0,0 13,5 + 0,1 20,1 +.0,1 26,1 
Willstatter-Schudel. 18,7+0,0 21,8+0,1 184+ 0,0 26,0 + 0,0 39,7 + 0,0 


Das Mehl 2 mit dem geringsten Stickstoffgehalt zeigte nach Ber- 
trands Methode auch ein ausgesprochenes Minimum der Zuckerbildung. 


1 Zeitschr. f. d. ges. Getreide-, Miihlen- u. Backereiwesen 24, 227, 1937. 
— *® Entnommen aus Hesse, Ergebn. d. Enzymforsch. 4, 147, 1935. 
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Bei diesem Mehl stimmen auBerdem die Ergebnisse nach Bertrand 
und nach Auerbach- Bodlander besonders gut iiberein. Es konnte iibrigens 
im allgemeinen gréBere Anniherung zwischen den Werten nach Bertrand 
und Awerbach-Bodlinder festgestellt, werden, wihrend die Methode 
von Willstdtter-Schudel wohl unbedingt zu hohe Werte gibt. Nachdem 
die Methoden von Awuerbach-Bodlainder und Willstatter-Schudel gegen 
EiweiB (Albumin) und dessen mittlere Abbauprodukte (Pepton ., W itte’*) 
ziemlich gleich empfindlich sind, in ihrem Verhalten zu Aminosauren 
(Glykokoll) jedoch stark voneinander abweichen, diirfte der SchluB 
nicht unberechtigt sein, daB die Ergebnisse nach Wil/statter-Schudel wegen 
des Aminostickstoffs in den Weizenmehlautolysaten besonders hoch aus- 
gefallen sind. 

Nachdem die EiweiBfaillung mit Natriumwolframat schon bei 
verschiedenen Weizenmehlen zu so unterschiedlichen Ergebnissen 
gefiihrt hatte, wurde sie noch an Autolysaten von Schroten verschiedener 
Getreidearten versucht. Die nach ganz analogen Arbeitsbedingungen 
erhaltenen Werte finden sich in Tabelle LI. 


Tabelle If. 





ie See 
N in fle = Prozentueller In je 20 cem gefundene mg Maltose, nach 
G si Getreide- Autolvy- Anteil des im Cts nF te aoeeD aa 
yetreideart ¢ Autoly : . ; 
schrot sates Autolysat ver- beiaehael Willstiittc 
; bliebenen N Bertrand | A¥EerDach- sae ead 
0! mg Bodlander Schudel 
Roggen.... 1,14 2,12 9,2 50,9 +1,2 48,6 +0,9 55,4 + 0,6 
Mais ...... 1,30 0,86 3,31 41,9 + 0,2 40,2 + 0,0 45,9 + 0,0 
Weizen.... 1,61 0,89 2,75 19,4 +0,2 24,0+0,0 26,2 + 0,0 
Hafer ..... 1,62 3,44 10,61 34,1 + 0,8 63,0 72,9 + 0,8 


Die Getreideschrote zeigen demnach Verhiltnisse, welche den 
in den Weizenmehlen beobachteten analog sind. Wenngleich die durch 
Natriumwolframat nicht fallbare Stickstoffmenge die Ergebnisse der 
jodometrischen Zuckerbestimmungen beeinfluBt, konnten doch keine 
genaueren Zusammenhange zwischen dem in Lésung verbliebenen 
Stickstoff und der beobachteten Stérung aufgefunden werden. 

Am Hafer, welcher besonders starke Abweichungen gezeigt hatte, 
wurden dann Versuche mit verschiedenen Eiwei®fallungsmitteln durch- 
gefiihrt. Verwendet wurde ein aus geschiltem Hafer hergestelltes 
Schrot. Unter den in Betracht kommenden Fallungsmitteln wurden 
jene gewahlt, die sich bei der spateren Zuckerbestimmung mdglichst 
wenig stérend auswirken konnten. Aus diesem Grunde ist z. B. von 
der Fallung mit Quecksilbersalzen Abstand genommen worden. Auch 
Fallungsmittel, welche die Zuckerlésung stark verdiinnt hatten, wurden 
nach Méglichkeit vermieden. Zum Vergleich kamen Kombinationen 
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von ZnSO, und K,Fe(CN),!, Phosphorwolframsiure und_basisches 
Bleiacetat zum Teil in Verbindung mit Metaphosphorsdure. Die Auto- 
lysen sind den bisher beschriebenen analog durchgefiihrt worden. 
Die Ergebnisse der Zucker bestimmungen finden sich in Tabelle III. 


Tabelle III. 





In je 20 ccm Autolysat gefundene mg Maltose, nach 





Zur Eiweisfillung in je 300 ecm genommen 


~ Auerbach- Willstatter- 
Bertrand Bodlander Schudel 
9,6 com Natriumwolframat + 6 ccm 
eae REM No cao ces) 6s swe bes 12,5 44,6 + 1,7 49,6 + 0,0 
12cem 25 %ige ZnS O, + 18cem 15 %ige 
MOU Dl) oka nis a Vsiesn copie ess cals 14,6 +0,0 35,8 36,5 + 0,0 
10 cem basisches Bleiacetat und 5 ccm 
NN yee Poke COREA ON ea bn ean 12,9 60,9 + 0,4 60,4 + 0,2 
10 eem Natriumphosphorwolframat | 
id TQ OOM Cas cee vakens vadcn se '124+0,1 55,7+0,0 63,1 + 0,2 
10 ccm Natriumphosphorwolframat, 
20 ccm basisches Bleiacetat, zum 
DUURU FE Pe Ee 6 bse ieaceetas -.-- |] 18,8 +0,8; 51,2 45,2 + 0,0 


Keines der angegebenen Mittel vermochte demnach das auBerst 
ungiinstige Verhiltnis zwischen den Einzelbestimmungen wesentlich 
zu verbessern. Es ergab sich daher’die Aufgabe, nach besser verwend- 
baren Fallungsmitteln zu suchen. Als solches kam Tannin in Frage, 
welches, soweit dies aus der zur Verfiigung stehenden Literatur ersehen 
werden konnte, erstmalig von GroBfeld? zur Verwendung in der ana- 
lytischen Chemie der Zucker vorgeschlagen wurde. Groffeld hob hervor, 
daB die mit Tannin und basischem Bleiacetat gefallten Lésungen klar 
und gleichzeitig entfarbt sind, so daB sie sich sehr gut zu polarimetrischen 
Bestimmungen eignen. Er gibt auBerdem an, daB Starke durch Tannin 
gefallt wird, Dextrine jedoch nur unbedeutend. Auf die Polarisation 
wirkt die Klirung mit Bleitannat nicht wesentlich ein. Nach Groffeld 
schlugen Schinfeld und Krumhaar? die Fallung mit Tannin und basischem 
Bleiacetat bei der polarimetrischen Bestimmung von Zucker in ge- 
siiBtem Bier vor. Uber Untersuchungen beziiglich der Fallbarkeit 
von Eiweifstoffen mit Tannin berichteten Harry Lundin und Johann 
Schréderheim* sowie J. Schréderheim5. Es erschien berechtigt zu priifen, 
ob mit Bleitannat gereinigte Zuckerlésungen nicht auch fiir jodometrische 


' Vorgeschlagen von Palmiro Guarneri, Atti congresso naz. chim. pura 
appl. 4, 727, 1933; nach Chem. Centralbl. 1934, I, 2010. — ? Zeitschr. f. 
Unters. d. Nahrungs- u. GenuBm. 29, 51, 1915. — ? Wochenschr. f. Brauerei 
33, 177, 1916. — 4 Diese Zeitschr. 288, 1, 1931. — 5 Svenska Brvygg. 
Manadsblad 49, 77, 1931. 
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Zuckerbestimmungen Verwendung finden kénnen. Vorversuche hatten 
gezeigt, da basisches Bleiacetat Tannin praktisch quantitativ ausfallt. 
Damit war die Vorbedingung fiir die Tanninfallung zwecks nachfolgender 
Zuckerbestimmung erfillt. Es konnten auch die Angaben Groffelds 
beziiglich des Verhaltens von Starke bzw. Dextrin zu Tanninlésungen 
bestatigt werden. Dieses Verhalten erscheint insbesondere mit Riicksicht 
auf die jodometrische Zuckerbestimmung von Wert, da geléste Starke 
mit dem zugegebenen Jod ausgefallt wird und bei der nachfolgenden 
Titration mit Thiosulfat nur sehr langsam und schleppend entfarbt 
werden kann. 


2. Versuche der Tanninklarung an Getreideautolysaten. 


Den wie iiblich hergestellten Autolysaten wurden nach Ablaut der 
Autolyse leem 10°%ige Tanninlésung, sowie 20 Tropfen von basischem 
Bleiacetat zugegeben, zur Marke aufgefiillt und durch ein trockenes Filter 
filtriert. Die angegebenen Mengen Tannin und Bleiacetat gewahrleisten in 
den meisten Fallen eine ziemlich glatte Filtration, sie fiihren zu klaren, doch 
nicht entfarbten Filtraten. Betont sei, daB die so zugesetzte Tanninmenge 
die diastatische Wirksamkeit nicht ganz unterbindet. Es ist daher not- 
wendig, die Filtration méglichst rasch zu Ende zu fiihren. Zu 180 cem des 
erhaltenen Filtrats wurden in einer zweiten Arbeitsstufe im 200-cem-Meb - 
kolben 10 cem 10°%ige Tanninlésung' und hierauf 7 ccm basisches Blei- 
acetat zugegeben, zur Marke aufgefiillt und nach ungefahr einer Viertelstunde 
filtriert. Vom stets vollkommen klaren und ganz entfarbten Filtrat, welches 
nun bereits keinerlei Amylasewirkung erkennen lie}, wurden dann 160 cem 
im 200-cem-MeBkolben durch Zugabe von 10 cem gesattigter Natrium- 
sulfatlésung entbleit, zur Marke aufgefiillt, filtriert und je 20cem des 
Filtrats schlieBlich zu den einzelnen Zuckerbestimmungen verwendet. 


Die Ergebnisse sind in Tabelle [V zusammengefabt. 
: eS 


Tabelle IV. 





In je 20 cem Autolysat gefundene mg Maltose, nach 





Getreideart umeamena - 
Bertrand | Auerbach-Bodldander W illstatter-Schudel 

are 24,9 + 0,4 27,1 + 0,3 28,2 + 0,0 
a UE a 22,0 22,2 + 0.0 24,1 + 0,0 

Ce eee 22,2 + 0,15 23,6 25,3 + 0,1 
Roggen.......... 28,0 + 0,2 29,9 + 0,1 34,1 + 0,3 
oO re 33,8 + 0,1 32,6 + 0,0 34,1 + 0,3 
| eo ee 34,1 + 0,05 33,6 + 0,1 33,6 + 0,0 
Mais, gelb ....... 44,0 + 0,15 45,1 + 0,1 45,0 + 0,0 
a ee 53,6 + 0,1 51,8 + 0,0 55,4 + 0,0 


1 Die Anwendung einer ausreichenden Tanninmenge ist fiir die Klarung 
unbedingt notwendig. Wendet man zu wenig Tannin an, so verbleiben bei 
nachtraglichem Zusatz von Bleiacetat kolloiddisperse, nicht filtrierbare 
Niederschlage. 
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Ein Vergleich der Tabellen IL und LV zeigt deutlich, daB die Reinigung 
von Getreideautolysaten mit Tannin und basischem Bleiacetat als 
besonders giinstig angesprochen werden kann. In den so vorbereiteten 
Lésungen sind die Unterschiede zwischen den jodometrisch gefundenen 
und nach Bertrand bestimmten Zuckerwerten am geringsten. Die Ver- 
suchsergebnisse weisen auBerdem ausgesprochen parallelen Verlauf 
auf. Da® unter den jodometrischen Bestimmungsarten das Verfahren 
nach Auerbach-Bodlinder besser abschneidet als die Methode von 
Willstatter-Schudel ist auf Grund des obenstehend Angegebenen woh! 
verstandlich. 

Zusammenfassung. 

Die urspriinglich von Groffeld vorgeschlagene Klarung von Zucker- 
lésungen mit Tannin und basischem Bleiacetat zeigt bei den Getreide- 
autolysaten bessere Ergebnisse als die gew6hnlich angewandten Eiweib- 
fallungsmittel. In den mittels Bleitannat gereinigten Autolysenlésungen 
erscheint die jodometrische Zuckerbestimmung zulassig. 
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Chemisch-bioklimatische Studien in der Bretagne. 
Il. Mitteilung: 
Beeinflussung des mitteleuropiischen Jodmilieus durch die bretonische 
Jodindustrie auf dem Wege der Luft. 
Von 


H. Cauer. 


(Aus dem Hygienischen Institut der Reichshauptstadt Berlin im Haupt- 
gesundheitsamt, Direktor Dr. Th. Siitterlin.) 


(Eingegangen am 18, August 1938.) 


Zur Feststellung und Untersuchung chemischer Stoffe und Vor- 
gange, die als Klimafaktoren angenommen werden kénnen, wurden in 
entfernt voneinander liegenden Gegenden Europas [(2) (3) (4) (5) (7) (9) 
(10) (11) (31)] mit ausgesprochen verschiedenem klimatischen Charakter 
Untersuchungen angestellt. Die Ergebnisse der Arbeiten in der Bretagne 
aus dem Jahre 1937, die zur Erginzung gleicher Untersuchungen (11) 
im Jahre 1936 ausgefiihrt wurden, sollen hier folgen. 

Die Arbeitsaufgabe war, weiteres Material zu sammeln iiber den 
EinfluB der bretonischen Jodindustrie auf das értliche Jodmilieu, und 
vor allem auch die Méglichkeit zu untersuchen, ob und inwieweit eine 
Beeinflussung des mitteleuropiischen Jodmilieus durch die Seetang- 
verschwelungen dieser Industrie auf dem Wege der Luft erfolgen kann. 
AuBerdem sollten noch méglichst viele chemisch-klimatische Daten 
gesammelt werden iiber den Gehalt der Niederschlige und des durch 
kiinstliche Kiihlung der Luft erlangten Reifes an Chlorid, Sulfat, Nitrit, 
Carbonat, Ammoniak, Wasserstoffsuperoxvd und iiber deren py-Wert 
und Reduktionswert. 

Wie im Jahre 1936 wurden Proben an Ort und Stelle entnommen 
und im Hygienischen Institut im Hauptgesundheitsamt der Reichs- 
hauptstadt analysiert und ausgewertet. Ein Teil der Analysen konnte 
jedoch durch das Entgegenkommen des franzésischen Chemikers 
Dr. Cochennec und des Apothekenbesitzers Dr. Guillow an Ort und 
Stelle in Quimper ausgefiihrt werden, was die sachgemaBe Durchfithrung 
der Untersuchungen sehr erleichterte, und wofiir daher an dieser Stelle 
ausdriicklichst gedankt sei. Die Mittel fiir die Untersuchungen waren 
dem Direktor des Hygienischen Instituts der Reichshauptstadt Dr. 
Th. Siitterlin von der Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfiigung 
gestellt worden, wofiir hier gleichfalls ausdriicklichst gedankt wird. 

Angaben iiber das Klima, die Geologie des Landes und die értliche 
Lage der Entnahmestellen u.a. werden hier nicht gemacht, da diese 
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in der Veréffentlichung (11) der Arbeiten vom Jahre 1936 eingehend 
mit Kartenskizze niedergelegt sind. 

Das Verfahren zur Ermittlung des Jodgehalts der Luft ist an anderer 
Stelle (8) veréffentlicht. Die Bestimmung des Jods in Wassern und Aschen 
erfolgte nach v. Fellenberg (16) unter Beachtung der Rheitschen (23) Modi- 
fikationen. Die Kiihlung der Luft bis zur Reifbildung (bei — 3 bis 5°) 
wurde nach einer gemeinsam mit EF. Quitmann entworfenen handlichen 
Expeditionsmethode, die in Kiirze veréffentlicht wird, ausgefiihrt. Die 
chemische Untersuchung des aus dem Reif gewonnenen Schmelzwassers 
wurde nach den bei der Trinkwasseranalyse iiblichen Verfahren (14) unter 
teilweiser Modifikation zum Mikroverfahren vorgenommen. Statt der 
iiblichen Glaser zum Kolorimetrieren wurden auf 0,1 cem kalibrierte Mikro- 
reagensgliser von 2,5cem Inhalt verwandt. Fir die Vergleichsl6sungen 
zur kolorimetrischen Bestimmung des Ammoniaks und des Nitrits wurden 
Standardlésungen von Ammoniumchlorid (lcem 100 7 NH, bzw. 106 > 
NH, und Il cem 107 NH, bzw. 10,6 » NHj) von Natriumnitrit nach Merck 
(leem 107 NO}) verwendet. Die Bestimmung des Chlorids wurde in den 
gleichen Réhrchen nephelometrisch im Vergleich mit der fiir die Ammoniak- 
bestimmung verwandten Ammoniumchloridlésungen (1 cem 208,2 » Cl’ und 
leem 20,82 Cl’) durchgefiihrt. Die Priifung auf Schwefelséure und 
Kohlensaure erfolgte wie tiblich mit BaOH + HCI. Auf Wasserstoffsuperoxyd 
wurde mit einer 5 % igen Titansulfatlésung getiipfelt. Die py-Wertmessungen 
wurden nach T'édt mit dem Tiipfelverfahren unter Beachtung der Salz- 
fehler- und Alkoholfehlertabelle nach W. Kordatzki (20) durchgefiihrt. 
Wahrend die py-Bestimmungsmethode sehr brauchbare Werte liefert und 
auch die Ammoniakbestimmung noch 0,1 y in 0,2 cem unterscheiden 1aBt, 
sind die fiir Chlorid und noch mehr die fiir Nitrit angegebenen Werte nur 
groBenordnungsmaBig zu verstehen, da die technischen Schwierigkeiten 
bei der Ausfiihrung der Untersuchungen am Strand bzw. in einem Zimmer 
des kleinen Gasthofes ,,Grand Hotel Montgeroux’ keine gréBere Genauig- 
keit zulieBen. 

Zur Entnahme diente die an anderer Stelle (6) veréffentlichte Appa- 
ratur', GréBenordnung | mit Waschrohr Typ 3. Die handliche Mikro- 
pumpe mit Elektroantrieb (Universalmotor) hat Sich ebenso wie die Hand- 
pumpe im Jahre 1936 sehr bewahrt. Die Bestimmung der relativen Feuchtig- 
keit, des Dampfdruckes und der bei der Reifbildung jeweils in der Luft vor- 
liegenden Wassermenge erfolgte mit Hilfe eines Assmann-Psychrometers, 
den dazugeh6renden Psychrometertafeln und mit den Tabellen iiber die 
Wassermenge in 1 cbm Luft im Zustand der Sattigung nach Hann-Siiring (19). 


Es folgen die Ergebnisse der Luftanalysen auf Jod, die in Tabelle I 
zusammengefaBt sind. 

Es ist zu erkennen: 

1. Die Jodluftwerte von Quimper (15 km vom Meere) liegen bei 
schwachen Siidwestwinden, besonders aber bei Windstille und starkerer 
Sonneneinstrahlung hoch. Die Verschwelungen hatten gerade wieder 
an der siidlich gelegenen Kiiste schwach eingesetzt, nachdem infolge 


' Die Apparaturen werden von der Firma A. Pfeiffer, Wetzlar, her- 


gestellt. 
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end Tabelle I. 
: . eat Liter y Jod , 
le Nr. Ort Datum Zeit Luft = pall Wetter | 
hen j 
odi- 1 Quimper 14.1X. 16" 25’ 250 144. WNW1: Bew. 9, 200m 
; 5°) 17 26 Héhe WNW 3 
hen 2 na 15.1X. 11 10 | 300 2,40 SSW 2; Bew. 10, 150m 
Die 12 30 Hohe SSW 4 
sers 3 Pe 16.IX. 11 45 300 1,60 WSW1; Bew. 10—2, 30m 
nter 14 15 Héhe WSW 4, Cumuli, 
der in groBer Hohe Cirren, 
<ro- Schauer 
gen 4 ne 16.1X.,17 25 | 300 2,80 SSW 1; Bew. 9, 150m 
den 18 25 Héhe SSW 3; Bew. 7, 
16 150m Héhe SSW 4 
sal 5 Be 17.1X.'10 40 | 350 2,60 W2; Bew. 5—7, 150m 
den 12 10 Hohe W 4 béig; Nacht 
a davor Sturm 
und 6 ” 18.1X. 9 45 250 4,32 C; Bew.0—1; Bew.5, W 3, 
ead 10 45 zerrissene Cumuli 
eve 7 | St.Guénolé 19.1X. 14 10. 250 3,60 W 2; Bew. 2, Horizont 
sn 15 10 Stratus Nimbus 
lie, 8 . 19.1X. 19 00 | 350 2,43 W1; Bew. 0 
a 20 50 
onal § ‘3 20.1IX. 10 00 200 100 W1: Bew. 3, Cumuli, 
11 00 Stratus; Regenschauer 
iBt, , 
kurz vor Beginn der 
on Entnahme 
_ 10 : 20.1X. 18 50 350 0,35 W1; Bew. 3, Cumuli, 
— 21 50 Stratus, W 6 
ng- 11 ‘i 21.1X. 16 20 200 1,44 SW 1; Bew. 5, Cirren; in 
17 35 500 m_ Entf., Ver- 
pa- schwelung, 1 Feuer, 
ro- Beginn 13°30’, Rauch- 
nd- fahne 4 Min. auf Ent- 
tig. nahmestelle 
ror- 12 ‘“ 21.1X.'18 650 | 100 3,12. SW1; Bew. 5, Cirren. Ver- 
an 22 00 schwelungsrauchfahne 
die steht zur Halfte der 
Zeit auf die Entnahme- 
19). 
stelle 
le | 13 os 22.1X.'10 40 | 210 110 W 1; Bew. 10, Nebel- 
12 40 regen, 200m _ Sicht, 
Bew. 7, zerrissene Cu- 
muli in 100m Hohe. 
VE Nacht davor Sturm 
l4 a 24.1X. 15 20 | 260 144 Wt1; Bew.0, Sonnen- 
rer 17 2 dunst; Meer still 
der 15 | Brunphuez- 21.1X. 9 00 0,75 15 000,00 W 2 bis 3; Bodennebel; 
Ige Gorréquér- 9 03 1,50 m von Verschwe- 
bei Plozévet lung im Lee ent- 
nommen 
= 16 Ebenda 21.1X. 9 15 0.75 14000,00 Dasselbe 
9 18 


























i2 H. Cauer: 
Tabelle I (Fortsetzung). 
Nr. Ort Datum Zeit 4 re nl Wetter 
17 | Berunphuez- 21.1X.| 9605’) 1,04 1 400,00 W 2 bis 3; Bodennebel; 
Gorréquér- 9 08 50 m von Verschwelung 
bei Plozévet im Lee entnommen. 


18 Ebenda 21.1X. 10° 1,04 600,00 W2 bis 3; Bodennebel ; 
13 70m von Verschwelung 
im Lee entnommen 


19 Penmarcéh 22.1X./16 00 1,00 7000,00 In Fabrik bei kochende: 


oo 


16 03 Salzlésung nach Neu 

tralisation entnommen 

20 ‘i 22.IX. 16 15 1,00 110000,00 In Fabrik neben offenen 
16 18 Jodfassern entnommen 


ungiinstigen Wetters bzw. infolge Mangels an verschwelbarem Seetang 
iiber 1 Monat keine mehr stattgefunden hatte. Das ist auch der Grund. 
weshalb die im vorigen Jahre beim Einsetzen stirkerer Verschwelungen 
hier festgestellten ganz auBerordentlich hohen Jodwerte nicht wieder 
gefunden wurden. 


2. Die Jodluftwerte von St. Guénolé an der Kiiste liegen wiederum 
in der gleichen GréBenordnung wie im vorigen Jahre, und zwar im 
Durchschnitt tiefer a!s iiber dem anschlieBenden, durch Niederschlage 
u.a. mit Jod angereicherten Landstreifen bis Quimper. Deutlich ist 
erkennbar, daB bei starkerem Seewind, am 20. September, die jodreiche 
Kiistenluft durch jodirmere Meeresluft verdrangt wird. Siehe hierzu 
auch unter 3. bei der Besprechung der Niederschlaige. Die Wirkung 
einer einzelnen Verschwelung auf eine Entfernung von etwa 500 m hin 
ist aus den Analysen vom 21. September zu ersehen. Im Jahre 1936 
waren im Rauche einer Verschwelung unmittelbar beim Feuer 
4600 » cbm Jod gefunden worden und in 50m Entfernung 611 y /cbm. 
Da die Verschwelung in diesem Jahre von den gleichen Tangbrennern 
ebenso sachgemaB wie damals, d.h. sehr langsam unter starker Rauch- 
entwicklung, vorgenommen wurde, sind die Werte einigermaBen ver- 
gleichbar. Sie zeigen auf 500 m Entfernung innerhalb der Rauchfahne 
eine starke Jodabnahme, wenn auch noch nicht eine véllige Ausgleichung 
mit dem Jodgehalt der iibrigen Luft. Dies laBt darauf schlieBen, dali 
die Hauptmenge des Jods als Gas vorliegt und weniger ab- und adsor- 
biert ist von den RuBG- und organischen Schwebestoffteilchen. 


3. Die Jodwerte des Verschwelungsrauches in Brunphuez, Gor- 
réquéer bei Plozévet, an der Kiiste zwischen St. Guénolé und Audiern 
gelegen, sind ganz besonders aufschluBreich, da sie fast um das Vierfache 
héher liegen als diejenigen der gleichen Untersuchungen in St. Guénole 
im Jahre 1936. Diese Anreicherung kann nur zu einem geringeren Teil 
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auf die geringere Windstairke zuriickgefiihrt werden, denn die Be- 
rechnung ergibt bei einer Lange des Verschwelungsgrabens bzw. einer 
Breite der Rauchfahne von 5m, einer Héhe bzw. einem Durchmesser 
der Rauchfahne von 3m und der Windgeschwindigkeit von 4 m/sec 
einen Raum von etwa 60 cbm Verschwelungsrauch mit 870 mg Jod je 
1 Sekunde. Bei 10 Stunden gleichmaBbigem Brand gingen hier bei 
Plozévet also etwa 31,82 kg Jod bei einer einzigen Verschwelung in die 
Luft, wahrend in St. Guénolé im Jahre 1936 bei einer Windgeschwindig- 
keit von 5 bis 6 m/sec nur 5 kg Jodverlust fiir die gleiche Zeit errechnet 
wurden. Die Hauptursache dieser starken EinbuBe ist zweifellos darin zu 
suchen, daB bei Plozévet bei viel zu hoher Temperatur geschwelt, d. h. also 
der Seetang eigentlich verbrannt wird!. Dies auBert sich auch darin, da} 
man sich hier im Lee der Verbrennung, also mitten in der Rauchfahne 
aufhalten konnte, wihrend man dies in St. Guénolé 1936 unmédglich 
langer als einige Minuten vermochte. Auf die chemischen Ursachen 
und die Bedeutung der groben JodeinbuBen bei der Verschwelung 
unter Anwendung einer zu hohen Temperatur wird weiter unten bei 
der Besprechung der Jodwerte der bei Plozévet gewonnenen Aschen 
naher eingegangen. 

4. Die Jodluftwerte innerhalb der neuen Jodfabrik von Penmarch 
dicht bei St. Guénolé gelegen, sind bedeutend héher als die an ent- 
sprechender Stelle in der Fabrik von Le Conquet 1936 festgestellten. 
Dies liegt daran, daB im Gegensatz zu den Verhiltnissen in Le Conquet 
hier nicht einzelne Teile der Fabrikation im Freien durchgefiihrt werden, 
sondern insgesamt in einem grofen Raum, allerdings bei geéffnetem 
Fenster. 

Es folgen in Tabelle II die Ergebnisse der Gesamtluftanalysen auf 
Chlorid, Brom, Jod, Nitrit, Sulfat und Ammoniak berechnet auf Am- 


Tabelle I. 





Entfernung der - ‘ 
Ot Se oS DTS 16 RRR VomeneneRNIN 5: 
Nr. vom Feuer ‘ 
ps Chlor Brom Jod Nitrit Sulfat Ammonium 
1 1,50 720 etwa 130 15,00 etwa 0,125 etwa 200 10 800 
2 70,00 360 » 50 0,60 ,, 0,005 unter 200 60 


! Es wird hier zwischen den beiden Dérfern im Gegensatz zu St. Guénoleé 
nur wenige Stunden am Tage stark und hintereinander geschwelt. Auch 
werden nach Angaben der Fischer und Bauern in kleineren Graben jeweils 
kleinere Mengen Tang verarbeitet und pro Feuer nur etwa 1 t Asche mit 
rund 10 kg Jod gewonnen. Die Verschwelungszeit ist hier nur im Herbst 
und dauert 1, allerhéchstens 2 Monate, in welcher Zeit fast taglich, soweit 
das Wetter es erlaubt, 50 bis 60 Feuer brennen. (Jodverlust an die Atmo- 
sphare taglich etwa 250 bis 600 kg.) 
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monium in der Rauchfahne einer Seetangverschwelung bei Plozévet. 
Die Luft wurde zur gleichen Zeit wie fiir die dort ausgefiihrten Jod- 
analysen in Ampullen von 750 cem Inhalt entnommen. 

Es ist zu erkennen: 

1. Neben Jod gehen bei den Verschwelungen auch betrachtliche 
Mengen anderer Stoffe in die Atmosphare. Selbstverstaindlich wird 
Kohlensaure die Hauptmenge ausmachen. Leider muBte aus technischen 
Griinden auf ihre Messung verzichtet werden. 

2. Deutlich tritt in Erscheinung, daB vor allem Ammoniak, aber 
auch Nitrit und Jod sehr schnell mit der Entfernung vom Feuer in 
ihrer Konzentration abnehmen. Es muB angenommen werden, dah 
dies im iiberwiegenden Vorliegen in Gasform seinen Grund hat. 

3. Bei dem Chlor, dem Brom und dem Sulfat tritt bei weitem 
keine so starke Konzentrationsverdiinnung ein. Diese Stoffe diirften 
zu einem beachtlichen Teil als Salze vorliegen oder ab- und adsor- 
biert sein an Schwebestoffen organischer Natur. Sobald die Tem- 
peratur dieser Teilchen sich derjenigen der Luft angeglichen hat, gehen 
die wasseranziehenden Salze naturgemai®B in Lésungen bzw. kleinste 
Trépfchen iiber. 

Es folgen die Ergebnisse der Schmelzwasseranalysen des durch 
Kiihlung der Luft bei 3 bis 5° erhaltenen Reifes. Um Vergleiche 
mit den Niederschlagsanalysen durchfiihren zu kénnen, wurden die 
Werte des Cl’, NO}, NH, — umgerechnet auf Milligramm je 1 Liter 
Schmelzwasser des Reifes — rechts in Tabelle IIT eingesetzt und weiter- 
hin von denselben Stoffen ihre Mengen in einem Raummeter Luft ange- 
geben. Letztere wurden berechnet aus dem mittleren Wassergehalt der 
Luft, der nach den gleichzeitigen Psychrometermessungen wahrend der 
Entnahme vorlag. Bei der Betrachtung letzterer Angaben, mu} man sich 
dartiber klar sein, daB die fiir einen Raummeter angegebenen Mengen nur 
die ih den Nebelkernen vorliegenden Stoffe betreffen. Im ganzen kann in 
derselben Luftmenge bedeutend mehr des gleichen Stoffes im gas- 
férmigen Zustand oder ad- und absorbiert an groben Staubteilchen vor- 
handen sein. Es handelt sich also nicht um Gesamtluftanalysen, sondern 
um Analysen der Kondensationskerne. 

Es ist zu erkennen: 

1. Die py-Werte liegen alle im sauren Gebiet. Uberschiissige, freie 
Saure diirfte jedoch keine vorliegen, da die Werte sonst unter py = 4,2 
heruntersinken miiBten. Auffallig ist, daB die Werte in Quimper leicht 
schwanken, unmittelbar an der Kiiste, St. Guénolé, jedoch in un- 
beeinfluBter Luft konstant bei py 5,3 liegen. Diese Feststellung wurde 
auch an der Ostsee, in Kiel, durch Siitterlin gemacht. Weitere Unter- 
suchungen miissen zeigen, ob diese auffallige Pufferung tatsachlich stets 
in ausgesprochener Meeresluft vorliegt, da dann entsprechende Schliisse 
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iiber die Entstehung der Nebelkerne iiber dem Meere gezogen werden 
miissen. Der hohe py-Wert vom 21. September zeigt den EinfluB einer 
Verschwelung in 500m Entfernung. Die dort in die Luft gelangten 
chemischen Verbindungen wie Ammoniumcarbonat, Ammonium. 
nitrit u. a. mehr diirften sich wegen ihrer Fahigkeit, Wasser anzuziehen, 
als Nebelkerne auswirken und den py-Wert im Schmelzwasser des 
Reifes heraufdriicken. 

2. Die Chloridwerte sind auBerordentlich hoch und decken sich 
gréBenordnungsmaBig durchaus mit den von L. Farcy (15) in ein- 
gehenden Untersuchungen in den Niederschlagen dieser Kiistengegend 
gefundenen Werten. Es wird also erneut bestatigt, wie an anderer 
Stelle (13) eingehend behandelt, daB der Chloridgehalt der Nebelkerne 
bzw. der Niederschlage gerade an den Westkiisten unserer gemaBigten 
Breiten und vor allem am Atlantischen Ozean besonders hoch liegt. Die 
zweite wesentliche Feststellung besteht darin, daf diese hohen Werte bei 
verhaltnismabig geringer Luftbewegung und bei Meeresstille gefunden 
wurden. Selbst am Tage der geringsten Luftbewegung, am 20. Septem- 
ber, lag der Wert noch gut 100mail héher als er im Innern Deutschland 
in Reif- und Niederschlagen gefunden wird. Kurz nach einem Sturm 
auf dem Meere am 17. September wurde dagegen der geringste Wert 
festgestellt. Es ist dies eine erneute Bestatigung der an anderer Stelle 
angefiihrten Arbeitshypothese, wonach die Halogene der Nebelkerne 
nur zu einem Teil aus dem Spritzwasser des Meeres stammen. Nicht 
unbedeutende Mengen gerade des als Chlorid im Meerwasser vor- 
liegenden Halogens, Chlor, diirften vielmehr unter der Einwirkung 
von Ozon, das nach Nordlicht oder magnetischen Stiirmen in verhaltnis- 
maBig groBer Menge in der Luft vorliegt, zu unterchloriger Saure und 
weiter zu freiem Chlor oxydiert werden und gasférmig in die Atmosphare 
entweichen. Dort aber geht das Chlorgas sofort in hygroskopische 
Salzsiure iiber und die Molekiile (7 = 10-8cem) und Molekiilgruppen 
derselben verursachen selbst in verhaltnismaBig trockener Luft rasch 
bis zur GréBe von Nebelkernen (r = 8- 10-7 cm) anwachsende Trépf- 
chen. Die Salzsiure erfahrt hierbei eine auBerst starke Verdiinnung, 
aber das Weiterwachsen der Trépfchen wird dennoch nicht verhindert, 
da Nebelkerne schon von der GréBenordnung r = 5- 10-7 em an durch 
rein physikalische Ursachen [Lenard (21)], Kriimmung der Ober- 
flache u.a., selbst in nicht wasserdampfgesattigter Atmosphiare bis 
zur GréBe von etwa 27 = 3 yu weiterwachsen. 

3. Die Nitritwerte liegen abseits von der Kiiste normal und an der 
Kiiste selbst ausgesprochen tief. Das haingt sehr wahrscheinlich damit 
zusammen, daB die Hauptmengen des Nitrits der bodennahen Luft- 
schichten aus Zersetzungsvorgingen organischer Substanz der Erde 
stammen. 
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4. Die Ammoniumwerte verhalten sich ahnlich wie die Nitritwerte. 
Sehr deutlich macht sich die Verschwelung vom 21. September bemerk- 
bar. Da der py-Wert nicht in das alkalische Gebiet ansteigt, sondern 
noch deutlich unter py 7 verharrt, ist anzunehmen, daB die Ammonium- 
werte von Ammoniumsalzen und weniger von Ammoniakgas verur- 
sacht sind. 

5. Sulfat wurde nur einmal in geringsten Spuren gefunden. Gleich- 
artige Versuche in Berlin ergaben durchaus meBbare Werte. 

6. Carbonat konnte auch nur in geringsten, nicht meBbaren Spuren 
festgestellt werden. Auch das ist vielleicht eine Bestatigung der unter 2. 
besprochenen Arbeitshypothesen von dem Entstehen salzsiurehaltiger 
Nebelkerne. Denn beim spaiteren ZusammenflieBen solcher Trépfchen 
mit anderen, die durch Kondensation an Meeresspritzwasser entstanden 
sind, diirfte die schwachere Kohlensaure verdrangt werden und in ihrer 
Hauptmenge gasférmig entweichen. 

7. Wasserstoffsuperoxyd konnte selbst mit dem aduferst feinen 
indikator Titansulfatlésung nicht nachgewiesen werden. Es ist dies 
zuvor auch noch an keiner anderen Stelle bei den vieljahrigen Unter- 
suchungen an den verschiedensten Orten Europas gelungen. 

8. Die starke Reduktionswirkung ist unerklarlich, da kein Sulfit 
vorlag. Vielleicht ist sie auf Sulfid oder andere reduzierende Gase 
zuriickzufiihren, die bei der Zersetzung der an der Kiiste angeschwemmten 
vroBen Seetangmengen frei werden. 

Es folgen die Ergebnisse der Regenuntersuchungen. Leider standen 
nur wenige Proben und nur geringe Mengen zur Verfiigung. 


Tabelle IV. 





mg je Liter Regenwasser 


Datum PH Bemerkungen 


cl’ NOg N Hy 
= 
Quimper, 15km von der Kiiste. 
15. IX. || 5,15 3,38 — Kurz vor Reif, Tabelle IIT, entnommen. 
16. IX. | 5,30 12,60 - 5 Std. nach Reif, Tabelle II], entnommen. 
17. IX. 5,70 11,50 _- Bis Tagesbeginn Sturm. Jod 2,4 ;/Liter 
im Regen des Sturmes. 


St. Guénolé, unmittelbar an der Kiiste. 


19. IX. 5,40 | 50,00 0,0 1,5 Zuvor kein Sturm, sondern Stille. Kein 
H. 0», kein CO., Spuren SO,. 
20. IX. 4,95 | 14,00 unter 0,25 0,5 Morgens bei kurzem Schauer entnommen. 


Kein H, 0», kein C Oy, kein SO,. 
Es ist zu erkennen: 
1. Der Chloridgehalt der Niederschlage ist sowohl unmittelbar an 
der Kiiste wie auch 15 km davon entfernt auBerordentlich hoch. Ebenso 
wie durch die Untersuchungen des Reifes werden also auch hierdurch 
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die Ergebnisse von L. Farcy (15) erneut bestatigt. — Der héchste Chlorid- 
wert wird bei Windstille in einem kurzen Spriihregen in einer schwachen 
Westwindboe gefunden. Nach einem Sturm in der Nacht vom 16. auf 
17. September wird nur ein Bruchteil dieses Wertes festgestellt. Die 
Werte der Niederschlage verhalten sich also ahnlich wie diejenigen des 
Reifes. Siehe die dortigen Ausfiihrungen unter 2. 

2. Der einzige Jodwert des Regens in der Sturmnacht, also in 
einem Niederschlag aus Meeresluft, die nicht von den Verschwelungen 
an der Kiiste wesentlich beeinfluBt sein kann, ist, wie zu erwarten, 
verhaltnismabig gering. Bei der Betrachtung dieses Ergebnisses mul 
man sich dariiber klar sein, daB das Meer ja gar keinen hohen Jodgehalt 
besitzt und infolgedessen weder durch Spritzwasser noch durch Oxyda- 
tionsvorgange solch grobe Jodmengen abgeben kann, wie sie stoBweise 
an der Kiiste und bis hinein in das Festland in Paris und in West- 
deutschland in Niederschlagen festgestellt wurden. Das Mittel von 
etwa 25 y Jod je 1 kg Meerwasser, wie es nach den bisherigen Unter- 
suchungen der verschiedensten Forscher angenommen werden kann. 
ist nur etwa der hundertste Teil des mittleren Jodgehalts europaischer 
Béden. Dabei liegt des 6fteren allein der leicht mobilisierbare, wasserlés- 
liche Jodanteil des Bodens tiber dem mittleren Gesamtjodgehalt des 
Meeres. Jod in wesentlicher Menge und stoBweise in der Atmosphare auf- 
tretend, kann daher erst sekundar aus dem Meere in die Luft gelangt 
sein, namlich dann, wenn es zuvor durch organische Substanz (Seetang) 
értlich stark angereichert wird, und diese organische Substanz rasch 
zerstért wird oder sich zersetzt. 

3. Ammonium wurde nur in geringer Menge gefunden, Nitrit und 
Sulfat nur in Spuren und Carbonat und Wasserstoffsuperoxyd iiber- 
haupt nicht. 

4. Der py-Wert war verhaltnismaBig konstant und lag deutlich 
unter py 7. (Meerwasser besitzt py 8,2 bis 8,3.) 

Es folgen in Tabelle V die Ergebnisse der Untersuchungen einiger 
Wasser. Wegen der auBerordentlichen Belastung mit Gepaick war es 
nicht méglich, eine gr6Bere Zahl von Proben mitzubringen. 

Es ist zu erkennen: 

1. Der Jodgehalt der Leitungswasser (ozonisiertes Regenwasser) 
hangt weitgehendst von der Durchfiihrung von Verschwelungen 
wahrend der Zeit des Ansammelns in den Zisternen ab. Im Jahre 1936 
war in St. Guénolé in dem Wasser gleicher Herkunft zehnmal mehr Jod 
gefunden worden als jetzt. Damals hatten die Verschwelungen zur Zeit 
der Entnahme in dieser Gegend schon eingesetzt, waihrend 1937 eine 
sechs- bis achtwéchige Verschwelungsruhe vorausgegangen war. 

2. Der Jodgehalt des Brunnenwassers ist ganz auBerordentlich 
hoch und reicht an denjenigen schwacher Jodwasser heran. Daf das 
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Tabelle V. 





; jntnahmestelle Jod Chlorid NH; 
i. y der Waser PH y/Liter mg/Liter 4 Liter Bomerkungen 
1 Quimper, 6,4 2,8 27,5 unter 250,0 
Leitung 
2 St. Guénolé, 6,4 4,0 50,0 250,0 Deutlich S04, COs, kein NO4 
Leitung Der pu-Wert stieg in wenigen 
Wasserwerk Minuten auf py 7,0. 
Pont Abbé 
3 St. Guénolé, 7,0 807,0 330,0 unter 250,0 Sehr deutlich S04, CO}, etwa 
Brunnen 50 ;/Liter N O9- 
4 Ebenda 7,0 800.0 Anorganisch gebundenes Jod 
von Nr. 3. 
5 as 7.0 7,0 Organisch gebundenes Jod von 
Nr. 3. 
6 St. Guénole, 8,3 7,0 20 500,0 An derselben Stelle wie im Jahre 
Meerwasser 1936 entnommen. 


Jod nicht unmittelbar aus dem Meerwasser (als Grundwasser) stammen 
kann, zeigt der verhaltnismaBig geringe Gehalt an Chlorid und weiterhin 
der bedeutend geringere Jodgehalt des Meerwassers selbst. Da auch 
der dort anstehende Granitzersatz, wie Untersuchungen 1936 ergaben (11), 
wenig Jod enthalt und keine Verschmutzungen mit jodhaltigen organi 
schen Resten vorlagen, kann das Jod nur aus den jodreichen Nieder- 
schligen wahrend der Verschwelungszeiten stammen. Das Regen- 
wasser in dem etwa 3 m tiefen Brunnen halt dabei im Gegensatz zu dem 
gut durchliifteten und ozonisierten Wasser der Zisternen seinen hohen 
Jodgehalt fest. Es ist dies eine Folge der verhaltnismaBig geringen 
Oberfliche des Wassers bzw. des schlechten Luftwechsels im Brunnen- 
schacht, wodurch nur wenig oxydierende Stoffe an die Oberfliche 
herangebracht werden, und weiterhin eine Folge des Sauerstoffhungers 
des umgebenden Bodens. AuBerdem lagen in dem Brunnenwasser 
kolloidale Eisenverbindungen vor, die sich erfahrungsgemaB als Schutz- 
kolloide fiir Jod auswirken. Nur geringe Mengen Jod waren organisch 
gebunden. 

3. Der Jodgehalt des Meerwassers wurde wie im Jahre zuvor sehr 
gering befunden. 

4. Der normale Chloridgehalt des Meerwassers zeigt, daB der geringe 
Jodgehalt nicht auf das Vorliegen von Brackwasser zuriickgefiihrt 
werden kann. 

5. Der Chloridgehalt des aus Regenwasser hervorgegangenen 
Leitungswassers bestatigt die hohen Chloridwerte der Niederschlags- 
analysen. Dabei ist zu bemerken, da das Wasser infolge der Ozoni- 
sierung sowohl an seinem Gehalt an Jodid wie auch in geringerem Mabe 
an Chlorid eingebiiBt haben diirfte. In dem Brunnenwasser, das auch 
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aus Niederschlagen entstand und nicht ozonisiert war, wurde bedeutend 
mehr Chlorid gefunden. 

6. Die Ammoniakwerte sind gering, besonders in dem Brunnen- 
wasser. 

7. Sulfat- und Carbonationen konnten in dem Leitungswasser 
deutlich festgestellt werden. In verhaltnismaBig groBer Menge waren 
sie im Brunnenwasser vorhanden. 

8. Nitrit wurde nur im Brunnenwasser gefunden. 

9. Der py-Wert der Trinkwasser lag nahe bei py 7. In St. Guénolé 
ging er im Leitungswasser stets in wenigen Minuten von py 6,4 auf 
pu 7,0. 

10. Der py-Wert des Meerwassers ist normal. 

Es folgen jetzt die Untersuchungsergebnisse von Aschen- und 
Seetanganalysen. Um einen Uberblick iiber die chemische Gesamt- 
zusammensetzung der Aschen zu geben, sind an erster Stelle in Ta- 
belle VI zwei normale Vollanalysen (mit AusschluB von Jod und Brom) 
aus der Ver6éffentlichung (29) von Vincent, Direktor der Landw. Station 
vom Finistére in Quimper, angefiihrt. In Tabelle VII folgen die Ergeb- 
nisse einiger Joduntersuchungen von Tangaschen (Soudes) der Ver- 
schwelungen im Herbst 1937 in Brunphuez-Gorréqueér bei Plozévet. Diese 
Jodanalysen wurden gemeinsam bzw. zum gréBten Teil von Dr. Cochen- 
nec, Quimper, in dankenswerter Weise ausgefiihrt. Weiterhin sind 
zum Schlu8 der Besprechung in Tabelle VIII noch die Ergebnisse von 
Jodanalysen im Seetang, der im Herbst 1937 bei St. Guénolé nach 
den Verschwelungen zum Zwecke der Komposterzeugung fiir die Kar- 
toffelacker geerntet wurde, eingesetzt und zum Vergleich einige Ergeb- 
nisse von Seetanguntersuchungen in Helgoland und von ebensolchen 
anderer Forscher [(1) (27) (29)| an anderen Orten. Zum SchluB sind 
in letzterer Tabelle noch Jodwerte von eBbafem Seetang angefiihrt. 


Tabelle VI. 





Léslicher Teil der Tangaschen in °/9 Unléslicher Teil der Tangaschen in °/, 
Kaliumchlorid ....... 26,49 19,86 Calciumearbonat .. 2,59 | 11,17 
Kaliumsulfat ........ 4,53 7,74  Caleciumphosphat .. | 10,56 6,44 
Natriumcarbonat .... 5,31 5,15 Calciumsulfid ...... 1,09 2,09 
Natriumsulfat ....... 3,60 15,15  Calciumsilikat ..... 3,82.) 2,77 
Natriumsulfit ....... 0,78 2,71 Magnesia ......... — | 6,20 
Natriumthiosulfat ... 0,22 1,98 Magnesiumcarbonat 6,55 | — 
Natriumsulfid ....... 1,65 2,92 Aluminium ........ 0,14 | 0,23 
Natriumchlorid ...... 19,33 3,47 Kisenoxyd ........ iis hee 
Natriumphosphat .... 0,54 0,95 NS oii iw hin te 2,87 | 3,30 
Calciumsulfat ....... 0,28 — NE ees ad ow o's 6 wa 1,57 ' 1,65 
Calciumchlorid ...... 0,23 — Vertusee oo ee MN 33 
Magnesiumsulfat .... 0,92; — 


63,88 | 59,93 29,19 | 36,10 
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Es ist zu bemerken: Tabelle VIT. Tangaschen von 
1. Die chemische Zusammen. 2% runphuez-Gorréquér bei 
- j Plozévet. 
setzung der Aschen schwankt sehr. 
Die léslichen Kalium- und Natrium- Nr. 





Jod in ° 
salze betragen 35 bis 65°. Die wasser- +z 
unléslichen Anteile bestehen vornehm- 1 1,50 
lich aus Calciumsalzen, Carbonaten - 1,27 
und Phosphaten. Letztere liegen im : i 
Mittel etwa zu 9° vor. 5 1,14 

2. Der Jodgehalt der Aschen liegt 6 0,64 
in der Praxis unter 1%. Nach Vin- 8 va 


cent (29) schwankt er zwischen 0,3 bis 
16%. Der hohe Jodgehalt von 2%, 
der im Jahre 1936 in den Aschen von St. Guénolé gefunden wurde (11), 
ist darauf zuriickzufiihren, dafS die damalige Verschwelung in meinem 
Beisein sachgemaé8 ausgefiihrt wurde, d.h. unter Vermeidung von 
Sandbeimischungen und unter Einhaltung einer méglichst geringen 
Temperatur. Da® die Anwendung einer zu hohen Temperatur bei der 
Verschwelung fiir den Jodverlust ausschlaggebend ist, diirfte selbst- 
verstandlich sein, denn Kaliumjodid wie auch Natriumjodid ver- 
dampfen schon merklich bei Temperaturen unter 200°. Selbst der 
Schutz eines groBen Pottascheiiberschusses kann diesen Vorgang nicht 
ganz unterbinden. AuBerdem wirkt sich aber auch die Sandbeigabe zu 
Verschwelungen bei zu hoher Temperatur sehr stark zugunsten eines 
Jodverlustes aus, wie nachfolgende von Vincent (29) veréffentlichte 
Versuche Herlands zeigen: 


—~l 


~] 


7 Mittel 0,97 % 





I. Asche bis zur dunklen Rotglut | LI. Asche mit iiberm&S8igem Sand 


erhitzt bis zur dunklen Rotglut erhitzt 
 kg——s«| Werluste in og =——‘Veerluste in % 
Jod vor dem Brennen 46,40 — 35,60 — 
» nach 15 Min. .... 32,80 29,31 17,80 50,00 
rege Bie a wets 27,40 40,94 6,35 82,18 
 e: hae ohne 6,25 86,53 3,40 90,44 
gy Ty Rie ae Os 2,50 94,61 0,75 97,89 


Deutlich ist zu erkennen, daB bei Rotglut nach 2 Stunden so gut 
wie alles Jod aus den Aschen entwichen ist, und zwar sowohl bei Sand- 
beimischungen wie auch ohne diese. Nach 15 Minuten sind bei der 
Erhitzung ohne Sand schon 30 °% Jod entwichen und beim Zusatz von 
Sand 50% Jod. Diese Beschleunigung des Entweichens infolge der 
Sandbeimischung fiihren die franzésischen Forscher auf die Saure- 
wirkung der Kieselséure zuriick. Zweifellos werden aber auch die ver- 
schiedenen Eisenoxyde u. a. mehr das Entweichen stark férdern. Auf 


Biochemische Zeitschrift Band 299. 6 
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jeden Fall lassen diese Versuche erkennen, daBb bei den ohne Aufsicht 
chemischer Fachleute durchgefiihrten Tangverschwelungen durch Fische: 
und Bauern ganz bedeutende Jodverluste eintreten miissen, denn dic 
Feuer werden haufig 10 bis 12 Stunden in Brand gehalten und es kommt 
soviel ich beobachten konnte, stets an einer Reihe von Stellen zu inten 
siver Rotglut. Zumeist ist diese Rotglut auch gar nicht zu vermeiden. 
da der zum ‘Trocknen auf die dunklen Kiistenfelsen ausgebreitete 
Seetang unter dem EinfluB des starken Luftwechsels und der Warme 
schnell so weitgehend eindérrt, daB er nur noch etwa 10° Wasser 
und darunter enthalt, also leicht brennt und nicht verschwelt. Nach 
dem Erkalten ist die Asche (Soude) daher auch infolge des bei Rotglut 
gesinterten und geschmolzenen Sandes derartig hart und zu groBen 
Stiicken zusammengebacken, daB sie durch Stahlhammer zertriimmert 
werden mu, bevor sie zur Auflésung in SiiBwasserbottiche geworfen 
werden kann. 

3. Der nicht zur Jodgewinnung verwandte Seetang, zumeist 
Fucusarten, aber auch Florideen (Tabelle VIII, Nr. 13 bis 17) und im 
Herbst, nach AbschluB der Verschwelungen, auch Laminaria (Tabelle 
VIII, Nr. 1, 2), besitzt erhebliche Mengen Jod, die durch Verwen- 
dung des Tangs als Kompost fiir Kartoffel und Frischgemiise zum 
Teil in diese Lebensmittel tibergehen. Da der Kompost zumeist nicht 
untergegraben, sondern in den Ackerfurchen der Kartoffelicker aus- 
gebreitet wird, erfolgt diese Jodaufnahme der Pflanzen iiberwiegend 
nicht durch die Wurzeln, sondern auf dem Wege der Luft und 
des Taues (24) durch die Blatter. Die Zersetzung des Kompostes be- 
sonders an warmen, feuchten Tagen und unter der Einwirkung der 
Tangfliegenlarven geht sehr rasch vor sich, so daB keine erheblichen 
Jodmengen unmittelbar aus dem Tang in den Boden gelangen kénnen. 

4. Der zur Jodgewinnung verwandte Seetang, Laminariaarten (Ta- 
belle VIII, Nr. 1 bis 9, 11, 12), schwankt in seinem Jodgehalt stark, 
besitzt jedoch bedeutend mehr Jod als die zuvor besprochenen, in 
diesem Falle nur als Verunreinigung mitgeernteten Fucusarten. Be- 
rechnet man den Jodgehalt der Laminariaarten auf ihren Asche- 
gehalt, so miiBte die Asche 1,5 bis 2,0°% Jod und dariiber enthalten, 
selbst wenn Fucus als Verunreinigung merkbar beigemischt ist. Da 
nun aber die Betriebsaschen praktisch unter 1°% Jod enthalten, 
muB der Jodverlust gut 25°, und stellenweise bis zu 50%, betragen, 
und zwar selbst wenn man annimmt, daB der Asche verhaltnis- 
maBig viel Sand beigemischt ist und so ein héherer Jodverlust vor- 
getauscht wird. DaB® der Jodverlust mindestens in dieser GréBen- 
ordnung liegen muB, geht iibrigens auch aus den schon im Jahre 1877 
veréffentlichten Feststellungen Stanfords (27) hervor. Dieser gibt an, 
da®B die damalige Produktion in Glasgow 50,8 bis 61t Jod aus 10000 t 
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Kelp (lufttrockener Seetang) betrug und in Frankreich 81 t aus 16000 t, 
das bedeutet 0,51 bis 0,61 °, Jod in der Asche. Gleichzeitig fand er 
fiir die zur Verschwelung kommenden Tange (Tabelle VIII, Nr. 7 bis 10) 
selbst unter Einrechnung der Verwendung von 25%, Fucus einen mitt- 
leren Wert von 2,783 mg/kg Jod in lufttrockenem Material. Da dieses 
noch etwa 10% Wasser enthalt und etwa 14°, Gliihriickstand (Asche), 
miuBte die Asche unter AusschluB eines Verlustes 1,95 °, Jod enthalten. 
Hiernach hat also der Gesamtjodverlust bei der damaligen Produktion 
iiber 75%, betragen, d.h. die heutigen Verschwelungen mit nur 25 bis 
50°%, Jodverlust sind schon bedeutend wirtschaftlicher gestaltet. was 
auf die dauernde Ermahnung der Fabrikanten, bei méglichst tiefer 
Temperatur zu verschwelen, zuriickgefiihrt werden kann. 


5. Die nach den Untersuchungen im Jahre 1936 angestellten Be- 
rechnungen iiber die in die Luft gehenden Jodmengen bei den Ver- 
schwelungen in der Bretagne und dariiber hinaus an den_ iibrigen 
europaischen Kiisten sind also, wie schon die im vorstehenden be- 
schriebenen Luftuntersuchungen bei Plozévet zeigen, mindestens um 
das Sechsfache tiberholt. AuBerdem ist wider Erwarten, und trotzdem 
die Preise des aus Seetang gewonnenen Rohjods etwa 20 RM je 1 kg 
betragen gegentiber 5 RM Weltmarktpreis fiir 1 kg chilenisches Roh- 
jod, die europiische Produktion als potentielle Kriegsindustrie wieder 
angestiegen und weiter im Steigen begriffen. Sie betrug im Jahre 1937 
annahernd : 





Ungefiihre Verluste 


Produktion etwa an die Atmosphare 


Bretagne............ 90 t 45— 90t 
Schottland .......... 40 t 20— 40t 
Norwegen (Stavanger) 70 t (?)* 35— 70t 

200 t 100 — 200 t 


* Diese Zahl ist nach franzdsischen Angaben geschiitzt, wonach eine wesentliche Steigerung 
der Produktion gegeniiber 1934 eingetreten ist. Zur Zeit des stirksten Riickganges (32) im Jahre 
1934 wurde dort Seetangasche zur Gewinnung von etwa 50t Jod produziert und die Hauptmenge 
dieser Asche nach England ausgefiihrt. 


Rund 75% der Verluste, also etwa 75 bis 150 t, diirften 1937 mit der vor- 
nehmlich in west-éstlicher Richtung streichenden Luft in das Innere des west- 
und mitteleuropaischen Festlandes gewandert sein. 

Hinzu kommen in den nachsten Jahren auch noch starkere Ver- 
schwelungen in Irland in der Gegend der Araninseln. Voll in Betrieb, 
diirften diese den Verschwelungen in der Bretagne! entsprechen. Ein 
Wiederaufleben der dinischen Verschwelungen, wobei nur einige Tonnen 
Jod gewonnen werden, ist an sich bedeutungslos, kann aber wegen der 


1 Nach Vincent (29) ist die Produktion in der Bretagne leicht auf 150 t 
Rohjod zu steigern. 


S* 
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Nahe der deutschen Grenze doch von EinfluB auf den Jodgehalt von 
Luft, Niederschlagen und Boden der Schleswig-Holsteinischen und 
Friesischen Gebiete sein. Welchen Umfang russische Verschwelungen 
am Schwarzen Meer und am Weifen Meer (26), éstlich von Finnland, 
genommen haben, lat sich noch nicht ermessen. Da im Oktober 1937 
die ErschieBung der russischen Jodtangfachleute gemeldet wurde 
dirfte die erfolgreiche Ingangbringung dieser einfachen Industrie mif- 
lungen sein. Da die Verschwelungsarbeiten aber zweifellos unter Zwang 
weiter betrieben werden, diirften auch von dort zeitweilig bei ge- 
eigneter Windrichtung beachtliche Jodmengen auf dem Wege der Luft 
nach Mitteleuropa gelangen. Auch in Rumanien (28) (Siebenbiirgen 
wie auch Altrumanien) gelangt aus den sehr zahlreichen starken Jod- 
quellen in nicht geringer Menge Jod in die Atmosphare, aber diese 
Mengen diirften doch nur von 6rtlicher Bedeutung (12) sein. 
Ebenso sind die Jodabgaben der iibrigen europaischen Jodwasser nur 
von 6rtlicher Bedeutung [in Bad Kreuznach (3) z. B. gelangen wahrend 
des neunmonatigen Gradierbetriebes taglich etwa 150g Jod in die 
Atmosphare, im ganzen also nur 41 kg je 1 Jahr]. DaB auch die durch 
Kohleverbrennung in die Atmosphare gelangenden Jodmengen (30) 
nicht von praktischer Bedeutung sind, ist an anderer Stelle (11) gezeigt. 
Die in der Aufstellung der Jodproduktion und des Jodverlustes fiir 
das Jahr 1937 angegebenen Zahlen diirften beim Anhalten der europai- 
schen Kriegspsychose in den nachsten Jahren also weiter anwachsen. 
Ohne zu iiberschétzen, kann man rechnen, daB insbesondere durch das 
Wiederaufleben der Verschwelungen in Irland und durch das Hinzu- 
kommen solcher Arbeiten in RuBland, 168 bis 336 t Jod durch indu- 
strielle Vorgange jahrlich in Europa in die Atmosphare gelangen werden. 
6, Selbst wenn man annimmt, daB nur 75 °%, der unter 5. genannten 
Jodmengen tiber das Innere des west- und “mitteleuropiischen Fest- 
landes hinwegstreichen werden, so sind das immer noch 126 bis 252 t 
Jod, also eine beachtliche Menge, die ausreicht, um nicht nur den 
mittleren Jodgehalt der Niederschlige zu erhalten, sondern auch den- 
jenigen mittleren Jodgehalt der Luft zu verursachen, der vor gut 
10 Jahren durch von Fellenberg [(16) (24) (30)]u. a. gefunden wurde, d. h. 
also zu einer Zeit, da die europdischen Tangverschwelungen noch nicht, 
wie in den Jahren kurz vor 1937, wesentlich zuriickgegangen bzw. ortlich 
zum Erliegen gekommen waren. Eine Betrachtung der Zahlen und 
eine Uberschlagsrechnung zeigen die Zusammenhiinge. So reichen bei 
einem jahrlichen Niederschlagsmittel von 700 mm 4,55 t Jod, wie an 
anderer Stelle berechnet (11), aus, um den mittleren Jodgehalt der 
Niederschlage, wie er vor 10 Jahren in Mitteleuropa gefunden wurde, 
in einem Gebiet der 3,5fachen GréBe Deutschlands zu erhalten. Dieser 
mittlere Jodgehalt der Niederschlage betrug 2 y je 1 kg, der gleichzeitig 

















von 
und 


igen 
and, 
1937 
rde 
nib- 
rang 

ge- 
Luft 
gen 
Jod- 


‘iese 


nur 
end 
die 
rch 
(30) 
“igt. 
fiir 
pai- 
sen. 
das 
ZU- 
idu- 
len. 
iten 
est- 
52 t 
den 
len- 
gut 
Eh. 
cht, 
lich 
und 
bei 

an 
der 
rde, 
ser 
itig 








Chemisch-bioklimatische Studien in der Bretagne. LI. SOD 


festgestellte mittlere Jodgehalt der Luft war 0,67 y je 1 cbm und der 
mittlere Wassergehalt der Luft ist etwa 10 ccm je 1 cbm. Diese 10 cem 
entsprechen also etwa 0,02 y Jod, d.h. in 1 chm Luft verhalt sich das 
gasf6rmig vorliegende Jod zu dem in dem Wasser sich lésenden im Mittel 
etwa wie 33:1. Falls also 4,55 t fiir das Jod der Niederschlage ausreichen, 
miissen fiir die Luft, in der sich die Niederschlagé bilden, etwa 130 t zur Ver- 
fiigung stehen, eine Bedingung, die in der Zeit vor 10 Jahren erfiillt war 
und wohl auch in den kommenden Jahren annahernd erfiillt sein wird. 

An anderer Stelle konnte gezeigt werden, daB unmittelbar aus dem 


Meere héchstens ein mittlerer Jodgehalt von 0,0025 y/cbm Luft und 
0,125 y/kg Niederschlag der Atmosphire (auf eine Luftschicht von 
1000 m Héhe berechnet) stammen kann. Der Jodgehalt der Luft in 
den verschwelungsérmeren Jahren 1934 bis 1937 nach Beendigung des 
Salpeterabkommens lag in Berlin im Mittel noch annahernd bei 
0,05 y/ebm. — Die Annahme von der vornehmlichen Herkunft des Jods 
der Luft in West- und Mitteleuropa aus den zum Teil schon seit Jahr- 
hunderten (11) im Gang befindlichen Seetangverschwelungen an den 
Kiisten diirfte hiernach als zutreffend angesprochen werden kénnen, 
zumal zur Zeit keinerlei andersartige Erklirung médglich ist. (Die 
Untersuchung des Einflusses von Kratern und Fumarolen ist allerdings 
leider noch offen.) 


7. Die Jodaufnahme unserer Ernahrungspflanzen erfolgt, wie an 
anderer Stelle [(3) (11) (16)] gezeigt wurde!, zu iiber 60 % aus der Atmo- 
sphare, d. h. die fiir die Héhe des Jodgehalts unserer Nahrung erforder- 
lichen Jodmengen werden vornehmlich unmittelbar oder mittelbar (aus 
Tau, Niederschligen) iiber die Blatter von den Pflanzen aufgenommen. 
AuBerdem stammt aber auch das leicht lésliche, biologisch wirksame 
Jod des Bodens iiberwiegend aus der Atmosphare bzw. aus den Nieder- 
schlagen. Es wandert iiber die Wurzeln in die Pflanzen oder wird von 
der obersten Ackerkrume abgespalten und kann nun wiederum mit der 
Luft besonders leicht in die bodennahen Blatter der Pflanzen gelangen. 
Nach den von Gaus und GriefSbach (17) ver6ffentlichten Zusammen- 
stellungen und Untersuchungen hat der mittlere Jodgehalt der Atmo- 
sphare vor etwa 10 Jahren 0,67 y/chm bei weitem ausgereicht?, um 
den fiir unsere Nahrung notwendigen Jodgehalt der Nutzpflanzen 
zu garantieren. Wenn dies nun auch in den kommenden Jahren wiederum 


1 Weitere Daten dariiber siehe vor allem in dem aufschluBreichen Buch 
von K. Scharrer (24). — * Wie weit der Jodgehalt der Luft 1934 bis 1936 
selbst in Siiddeutschland, wohin zur Zeit der Verschwelungen haufiger als 
in die Gegend von Berlin Luft aus der Bretagne neranwandert, abgesunken 
ist, zeigen die aufschluBreichen Arbeiten von H. Jesser u. E. Thomae (31) 
in Stuttgart, wo 1936 bei 22 Luftanalysen im Sommer und Herbst nur ein 
Mittel von 0,39 y je 1ebm gefunden wurde. 
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der Fall sein diirfte, so muB man doch damit rechnen, dak die tatsach- 
lich unwirtschaftliche Jodgewinnung aus Seetang (20 RM je 1 kg breton. 
Rohjod, 5 RM je 1 kg chilen. Rohjod) fast ganz erlischt, sobald die 
Kriegspsychose aufhért. Aber selbst, wenn dies nicht eintritt, so wird 
man bald'entweder zu einem geschlossenen System! der Verschwelung 
iibergehen, oder wie Lunde (22) empfiehlt, das Jod nur als Neben- 
produkt gewinnen. In beiden Fallen ist dies in bezug auf die 
Jodabgabe an die Atmosphare gleichbedeutend mit Einstellung der 
Verschwelungen. Auch in Kriegsfiallen werden die Verschwelungen 
zunachst aussetzen (29), wie der vorige Krieg zeigte, und erst dann 
wieder beginnen, wenn die aufgestapelten Jodvorrate verbraucht sind. 
Auf jeden Fall ist also in absehbarer Zeit mit der groBen Jodzu- 
fuhr auf dem Wege der Luft nicht mehr zu rechnen. Dann aber 
diirfte es zweifellos bald zu einem starken Schrumpfen des west- und 
mitteleuropaischen Jodmilieus kommen, denn die unmittelbare Jod- 
zufuhr aus dem Meere ist, wie im vorstehenden gezeigt wurde, in gar 
keiner Weise ausreichend, um das friihere oder auch nur das heutige 


~ 


Jodgleichgewicht herzustellen. 


8. Die Erkenntnis, daB die Jodzufuhr mit der Luft nicht mehr 
ausreichen wird, um auch nur annéhernd den fiir unsere Nahrung not- 
wendigen Jodgehalt der Nutzpflanzen sicherzustellen, verlangt also 
rechtzeitige Uberlegungen und MaBnahmen dariiber, wie die lebens- 
notwendige Jodzufuhr auf andere Weise erhalten werden kann. Hierzu 
gibt es nun verschiedene Wege, iiber die an anderer Stelle in geschlossener 
Form ausfiihrlich berichtet werden soll. Es erscheint hier nur not- 
wendig, einige Punkte kurz zu streifen, und zwar darum, weil eine Reihe 
von ihnen in der Bretagne, aber auch in dem iibrigen von Franzosen 
beherrschten westlichen Raum Europas schon seit langen Zeiten prak- 
tisch angewendet werden. — So muB zuerst naturgem4B an eine Diingung 
mit Chilesalpeter gedacht werden. Zweifellos wird mit diesem, wie schon 
an anderer Stelle (11) eingehend angefiihrt wurde, zur Zeit bedeutend 
mehr Jod auf die deutschen Acker gebracht als aus Luft und Nieder- 
schlagen : aber dieses Jod geht sehr rasch in schwer lésliche Verbindungen 
iiber und wirkt sich so nur in verhaltnismaBig geringen Mengen von 
Nutzpflanzen aus. Eine, den heutigen natiirlichen Verhaltnissen ent- 


' Nach V. Vineent (29) haben praktische Versuche zur Anwendung 
eines geschlossenen Systems in einer eigens hierfiir eingerichteten kleinen 
Fabrik wegen starker RuBbildung und Verstopfung der Rohre zu keinem 
Erfolg gefiihrt. Diese Versuche auf Grund von Patenten eines Ingenieurs 
aus Quimper sind aber aus finanziellen Griinden zu friih abgebrochen 
worden. Bei der heutigen fortgeschrittenen Kenntnis der Jodchemie 
diirften erneute Versuche mit Hilfe deutscher Verschwelungsfachleute 
jedoch bald zu einem Erfolg fiihren. 
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sprechende Jodierung der Ackerprodukte kénnte also nur erreicht werden, 
wenn praktisch alle Acker mit verhaltnismaBig frischem, nicht abge- 
lagertem jodirmeren Chilesalpeter gediingt wiirden. Eine solche Mab- 
nahme dirfte aber aus wirtschaftlichen Griinden nicht in Betracht 
kommen. — Eine zweite Méglichkeit besteht darin, den Konsum an 
solechen Seefischen stark zu steigern, die jodreich sind, was durchaus 
nicht auf alle Seefische oder gar auf alle Fische tiberhaupt zutrifft. 
So hat der Hering etwa 50mal soviel Jod wie die Forelle. Aber auch 
diese MaBnahme diirfte nur bis zu einem gewissen Grad durchfiihrbar sein 
und niemals das ganze Volk umfassen. — Auch die starke Vermehrung 
des Verzehrs an Krustentieren, Seemuscheln, Wiirmern, oder Weinberg- 
schnecken und jodreichen Gemiisen (Spinat, Tomaten), Salaten (Feldsalat, 
Kresse), an heimischen Tees, Krautern u. a. mehr diirften als Einzelmab- 
nahme nicht zu dem erwiinschten Ziel fiihren. Wirklich erfolgreich 
kénnen nur solche MaBnahmen sein, die den jeweiligen értlichen Verhalt- 
nissen bzw. den Landschaften angepaBt sind!. In einzelnen Gebieten, 
wo das nicht méglich ist, mu®B dann allerdings noch eine besondere, 
regelmaBige Zufuhr erfolgen. Hierfiir kénnen dienen: 1. Fischtrane 
(Lebertran), die ohne Jodverlust verkaufsfertig gemacht werden 
miissen; 2. die Verwendung jodhaltigen Kochsalzes unserer deut- 
schen Jodwasser bei der Herstellung von Backwaren (12): 3. ein Zusatz 
geringer Mengen von Seetangmehl zum Brot, wie es zur Zeit vom 
norwegischen Staat (18)? in gewissen Gebieten seines Landes aus- 
geiibt wird, — (da nur verhaltnismaBig wenig Tang hierfiir not wendig 
ist, reichen bei sachgemaBer Verarbeitung die vom Sturm an den Kiisten 
angeschwemmten Mengen aus, so da hierdurch keine Beeintrach- 
tigung der Fischerei erfolgt): 4. kann weiterer angeschwemmter Tang 
als Beifutter an Kiihe und Schafe in gréBerem MaBe als bisher verfiittert 
werden. Vincent (29) hat iiber derartige Arbeiten in der Bretagne 
berichtet. Ein langeres Referat mit Ausziigen dieser schwer zuging- 
lichen Arbeit wurde vor kurzem von Segel (25) in deutsch herausge- 
bracht. 5. kann man vom Sturm angeschwemmten Tang als Kompost 
in Gewiachshausern zur Tomaten- und Gemiisezucht verwenden. Da 
der Ubergang des Jods vornehmlich auf dem Wege der Luft erfolgt, 
ware die Verwendung von Seetangkompost auf freiem Ackerland 
in bezug auf die Verwertung des Jods bei uns eine Verschwen- 
dung. 6. besteht als wichtigster Punkt die Méglichkeit der Ver- 
wendung des eBbaren Seetangs Chondrus Crispus, der auberdem, was 


1 Allerdings wird bei den im Innern des Festlandes wachsenden jod- 
reichen Pflanzen gleichfalls eine Senkung des mittleren Jodgehalts ein- 
treten. — * Nach einer persdénlichen Mitteilung von Herrn Ing. Larsen, 
Statens technologiske Inst., Oslo, Norwegen, wird vor allem auch Brot aus 
reinem Seetangmeh! hergestellt. 
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besonders betont werden muB, sich zur Agar-Agarherstellung (1) eignet. 
Da der Tang sich auBerdem zur Anfertigung der verschiedensten 
schmackhaften Speisen (Cremen, Puddings, Konfitiiren, Bonbons. 
Kucheneinlagen u.a.), nach alten bretonischen Rezepten besonders 
gut eignet und sich ahnlich einfach wie Gelatine verarbeiten laBt, 
diirfte er die beste und billigste Jodkonserve natiirlicher Beschaffenheit 
darstellen, die es heute gibt. — Es kommt noch hinzu, daB der Tang 
keine schadlichen Stoffe enthalt und im lufttrockenen Zustand jahrelang 
gebrauchsfertig bleibt ohne zu verderben. Seine Hauptsubstanzen 
sind tibrigens Pentosane [(22) (29)]. — Vorbedingung zum allgemeinen 
Gebrauch von Chondrus Crispus ist allerdings, daB unsere Kiisten- 
bewohner diesen Seetang ebenso férdern, anpflanzen und ernten, wie 
dies durch die bretonischen Bauern geschieht, was iibrigens sehr wenig 
Zeit und Arbeit erfordert. 


Tabelle VIII. 





Nr Name des Seetangs Teoekenainats Asche Bemerkungen 
Nr. Name des Seetangs a ‘ ork 
e : Jod mg/kg Jodin/ 


Bretagne, Herbst 1937. 


1 Laminaria digitata .. 2 439 1,45 Junge Pflanze, Blatt 
2 i a mr 3598 1,65 cs » Stengel 
Helgoland, Januar 1933. 

3 Laminaria flexicolis. . 775 0,54 Altere Pflanze, Blatt 

4 be oe p 875 0,61 ‘ - Pa 

5 B" B3 sé 11 000 5,50 Pa Pe Stengel 

6 i i 55 5 280 2,64 a »  Fortpflanzungs- 
teile 


Irland (27). 


7 Laminaria digitata .. 4 535 3,20 
8 os gn or 2 946 2,10 | 
9 * saccharina 2 794 2,00 
10 | Fucus seratus....... 856 0,60 
Helgoland (1). 
11 | Laminaria hyperborea | 11476 4,25 Blitter 
12 sek < 10 200 2,96 Stengel 
Bretagne, Herbst 1937. 
13 | Ascophyllum nodosum 347 0,24 Blatt 
14 | »» ” 399 0,23 Blase 
15 || Fucus vesiculosus ... 72 0,06 Blatt 
te | eee 5 nil 37 0,04 Blase 
17 | Himantalia lorea .... 42 0,03 Blatt 
18 || Chondrus Crispus ... 130 0,10 ,, und Stengel 
Helgoland (1). 
19 Chondrus Crispus ... 765 | 0,30 Blatt 
Zusammenfassung. 


In Bestatigung der Untersuchungsergebnisse vom Jahre 1936 
wurde im Jahre 1937 festgestellt: 
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1. Das Jodmilieu der Bretagne liegt weit iiber demjenigen aller 
bisher untersuchten Gegenden der Welt. Es wird mit Luft, Wasser 
und Nahrung ohne in die Augen fallende schidliche Wirkungen das 
Vielfache derjenigen Jodmengen aufgenommen, die in der Schweiz 
durch die Vollsalzprophylaxe dem Menschen zugefiihrt werden. 


2. Die auBerordentliche Héhe des Jodmilieus ist verursacht durch 
die abnorm groBen Jodmengen, die bei den offenen Verschwelungen 
jodreichen Seetangs durch die Jodindustrie an den Kiisten tonnen- 
weise in die Luft gelangen. 

3. Die Hohe des derzeitigen mitteleuropadischen Jodmilieus ist 
ebenso bestimmt durch die Seetangverschwelungen an den europaischen 
Kiisten der Bretagne, Irlands, Schottlands, Skandinaviens (Stavanger 
Gebiet), Danemarks, des WeiBen und des Schwarzen Meeres, Portugals 
und Spaniens, von wo das Jod zu gewissen Zeiten mit Luft und Nieder- 
schligen stoBweise in das Innere des Kontinents — bis zu den Kar- 
pathen (7) nachweisbar — gelangt. 

4. Den Verschwelungen gegeniiber reichert das durchaus nicht 
jodreiche Meerwasser die Luft unmittelbar nur wenig mit Jod an. Beim 
Ruhen der Verschwelungen oder beim stiirmischen Eindringen von 
Meeresluft betragt der Jodwert an der bretonischen Kiiste nur etwa 
den dritten Teil und weniger als wahrend der Verschwelungen, was 
allerdings immerhin noch 30mal mehr ist als im Mittel bei Berlin. 

Neu festgestellt wurde im Hinblick auf das Jod: 

1. Etwa 25 %, stellenweise bis 50 °, des Jods im Seetang gehen bei der 
Verschwelung in die Atmosphire, das ist bei einer Jodgewinnung im Jahre 
1937 von 90t in der Bretagne ein Verlust von etwa 45 bis 90t. In 
Europa gelangen insgesamt bei einer Jahresproduktion (1937) von etwa 
200 t etwa 100 bis 200 t in die Atmosphare, wovon etwa 75%, d.h. 75 
bis 150t mit Luft und Niederschlagen in das Innere Mitteleuropas 
wandern. In den nachsten Jahren ist allerdings mit einer Vermehrung 
der Verschwelungen (potentielle Industrie) und mit einem Neuaufleben 
in Irland und am Weifen Meer zu rechnen. Die europiische Jod- 
produktion aus Seetang diirfte dann insgesamt leicht eine Ausbeute von 
rund 330t erreichen und rund 160 bis 330t an die Atmosphare ab- 
geben, wovon etwa 125 bis 250 t nach dem Innern West- und Mittel- 
europas gelangen werden. 

2. Die alleinige Gewinnung von Jod aus Seetang ist duBerst un- 
wirtschaftlich (20 RM 1 kg breton. Rohjod, 5 RM 1 kg chilen. Rohjod). 
Das derzeitige Aufbliihen der Seetangverschwelungsindustrie mub 
daher in absehbarer Zeit mit einem Erléschen oder mit einer Produktion 
ohne derartige Verluste enden. Die Tangaschen enthalten zur Zeit 
im Mittel 1% Jod und als weiteren wertvollen Bestandteil etwa 9°, 
Calciumphosphat. 
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3. Die seit Jahrhunderten durch Verschwelungen jodreichen 
Seetangs (friiher Pottaschegewinnung fiir Glas- und Porzellanindustrie) 
erfolgende Anreicherung des mitteleuropaischen Jodmilieus auf dem 
Wege der Luft wird infolgedessen aufhéren und im Zusammenhang 
damit muB der Jodgehalt unserer Nahrungspflanzen soweit herabsinken, 
daB rechtzeitig an einen Ersatz gedacht werden mub. Es wird ge- 
zeigt, daB hierfiir je nach Gegend und Milieu andere heimatgebundene 
Nahrungsmittel, wie u.a. Fische, Trane, Krustentiere, Wiirmer, 
Schnecken, Gemiise, Salate, Krauter, Tees, natiirliche jodhaltige Quell- 
salze und vor allem wohlschmeckende Seetange zur Verfiigung stehen. 

Neu festgestellt im Hinblick auf chemisch-klimatische bzw. chemisch- 
meteorologische Vorgange wurde: 

1. Der py-Wert des. durch Kiihlung erzeugten Reifes aus Luft, die 
iiber das Meer hingestrichen ist, liegt konstant bei pg 5,3. Bei einer 
Luft anderer Herkunft schwankt der py-Wert, liegt aber stets deutlich 
unter py 7,0. Ahnlich verhalt sich der py-Wert der Niederschlage. 

2. Der Chloridgehalt des aus Meeresluft gewonnenen Reifes liegt 
zum Teil héher als er an irgendeiner anderen Stelle bisher im Reif 
gefunden wurde. Er ist nicht nach Sturm, sondern in ruhiger Luft bei 
starker Sonneneinstrahlung am héchsten. Ahnlich liegen die Verhaltnisse 
bei den Niederschligen. Dies wird auf die oxydierende Wirkung des 
Ozons zuriickgefiihrt, wodurch aus“dem Meerwasser Chlorgas ent- 
weichen diirfte, das sofort in Salzsiure tibergeht, die rasch an- 
wachsende Nebelkerne erzeugt. Diese Nebelkerne diirften von nicht 
unerheblicher Bedeutung bei der értlichen Wetterbildung sein. 

3. Es zeigte sich, dafZ Nitrit und Ammoniak unmittelbar an der 
Meereskiiste in verhaltnismaBig geringer Menge vorliegen, nach dem 
Innern zu jedoch zur normalen Héhe anwachsen. 

4. Wasserstoffsuperoxyd konnte in keinem Falle nachgewiesen 
werden. Der Reif zeigte eine verhaltnismaBig starke Reduktions- 
wirkung, die nicht auf Sulfit, sondern vielleicht auf Sulfid zuriickgefiihrt 
werden kann. 

5. Carbonat und Sulfat lagen im Reif nur in kaum meBbaren 
Spuren vor. 
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Untersuchungen iiber kovalenzartige Symplexe 
aus Kohlenhydraten und EiweiGkoérpern. 
If. Teil: 
Verbindungen zwischen Lysinresten und reduzierenden Zuckern. 
Von 
St. J. von Przylecki und J. Cichocka. 
(Aus dem Institut fiir physiologische Chemie der Josef Pilsudski-Universitat 
in Warschau.) 


(Eingegangen am 22, August 1938.) 


Die Proteine kénnen mit den Kohlenhydraten dreierlei Arten von 
Verbindungen bilden, und zwar kovalenz-, molekiil- und salzartige 
Verbindungen (1). Die Verbindungen der ersten und zweiten Art sind 
im Organismus sehr verbreitet. Man findet sie sowohl in den Fliissig- 
keiten und Sekreten, wie Blut, Lymphe, Milch, Hormone (Prolan). 
als auch in fast allen Geweben, wie Muskeln, Leber, Niere, Haut, 
Sehnen, Eiern usw. 

Die kovalenzartigen K.-P. (Kohlenhydrato-Proteine) sind im 
Gegensatz zu den molekiil- und salzartigen Verbindungen charakterisiert 
durch ihre gréBere Stabilitét im Solzustande bei Salzanwesenheit und 
bei pxu-Anderungen. Sie werden im allgemeinen nur durch Katalysa- 
toren oder Enzyme angegriffen, obwohl auch leichter spaltbare Kohlen- 
hydrato-Proteine existieren. 

Theoretisch kénnen die Proteine durch die in ihnen anwesenden 
Aminosaurereste in sehr verschiedener Weise mit den Kohlenhydraten 
reagieren. Folgende Méglichkeiten kommen in, Betracht : 

k. Esterartige Verkniipfung durch die COOH-Gruppen der Amino- 
sauren. 

2. Amidartige Verkniipfung der Carboxyle mit Aminozuckern. 

3. Atherartige Verbindungen durch die OH-Gruppen des Tyrosins, 
Serins, Oxyprolins, der Oxyglutaminsaure usw. 


4. Die OH-Gruppen der Aminosauren kénnen esterartige Verbindungen 
mit den Uronsiuren und den COOH-haltigen Kohlenhydraten bilden. 

5. Die OH-Gruppen der Aminosaéuren kénnen mit den Aminozuckern 
Bindungen vom Typus C—N <H bilden. 

Glucoside kénnen entstehen unter Beteiligung 6. der Aminogruppe 
des Lysins, 7. der NH,- oder NH-Gruppe des Arginins, 8. der NH-Gruppe 
des Histidins und 9. der NH-Gruppe des Tryptophans. 

10. Diese Reste kénnen auch mit den COOH-Gruppen der Kohlen- 
hydrate CONH-Verbindungen bilden. 

11. Dazu kommt noch die Méglichkeit einer Verkniipfung durch die 
SH-Gruppe des Cysteins. 
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Welche Art der angefiihrten Verkniipfungen vorliegt, kann nur 
durch den Nachweis der an der Bindung beteiligten Aminoséuren und 
der Bindungsart entschieden werden. Der Nachweis der an der Ver- 
kniipfung beteiligten Aminosiure kann durch Hydrolyse, meistens” 
durch schwache Basen oder Fermente, und darauffolgende fraktionierte 
Trennung der freien Peptide und Aminosiuren von der Verbindung 
Aminosaure-Kohlenhydrat erfolgen (2). Oft geniigt schon die Kenntnis 
der Aminosaure, um die Art der Verkniipfung festzulegen. So kann z. B. 
in der kohlenhydratreichen Fraktion des Serumalbumins die Bindung 
nur durch das Histidin, und zwar durch die N H-Gruppe des Imidazol- 
restes vermittelt sein (3). 


Da aber in vielen Fallen die Bindungsart unbekannt ist, ist es 
sehr wertvoll, die Bildungsbedingungen und die Eigenschaften de- 
finierter Verbindungstypen zu kennen, und zwar 1. ihre Stabilitat in 
neutralen Lésungen, 2. das Verhalten gegen Basen und Sauren, 3. das 
Verhalten gegen Enzyme. 

In vielen Fallen geniigt schon die Kenntnis der Stabilitat der Symplexe 
in alkalischen und sauren Lésungen, um gewisse Bindungsarten aus- 
zuschlieBen. So beweist z. B. die Stabilitat der Kohlenhydrat-Protein- 
verbindung der Serumalbuminfraktion bei langerem Erhitzen in Sodalésung, 
daB diese Verbindung nicht esterartig ist; denn der Glutaminséureglucose- 
ester wird, wie wir gezeigt haben (4), leicht durch NaOH, Ba(OH), oder 
Na,CO, hydrolysiert. 

In unserem Institut wurden daher Versuche durchgefiihrt, um 
verschiedene Bindungsarten zwischen reinen Aminosiuren oder Poly- 
peptiden und verschiedenen Kohlenhydraten zu erhalten und _ ihre 
Eigenschaften kennenzulernen. In dieser zweiten Abhandlung sollen 
Verbindungen zwischen freien NH,-Gruppen der Aminosaéuren und 
reduzierenden Zuckern beschrieben werden. 

Es ist bekannt, daS reduzierende Zucker, wie Glucose, Fructose, 
Maltose, in Wasser bei bestimmtem py mit freien Aminosauren Ver- 
bindungen bilden (5). Dieser Nachweis wurde durch physiko-chemische 
Methoden durchgefiihrt. Es ist uns gelungen, durch Fraktionierung mit 
Athanol die entstandene Verbindung, z. B. das reine N-Glyeylglucosid 
zu erhalten (6). Nachdem es so leicht gelungen war, gut definierte 
Verbindungen zwischen Aminosduren und Zuckern zu erhalten, haben 
wir versucht, ahnliche Verbindungen zwischen reduzierenden Zuckern 
und EiweiBkérpern zu gewinnen. 

In den Proteinen kénnen nur die Aminogruppen des Lysins und die 
Endgruppe mit reduzierenden Zuckern reagieren. Die Arginin- und 
Histidinreste reagieren in wasseriger Lésung ohne Katalysator oder 
Uberfiihrung der Kohlenhydratkomponente in Bromderivate nicht. 
Wir haben deshalb als Arbeitshypothese angenommen, daB  Ver- 
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bindungen zwischen Zuckern und Proteinen um so leichter entstehen 
und desto mehr Zucker enthalten. je mehr das Eiweif Lysinreste 
enthalt, unabhingig von anwesenden Mengen der Arginin-, Histidin. 
Tyrosinreste usw. Die endstandige NH,-Gruppe spielt wegen der 
Teilchengr6Be der Eiwei®kérper nur eine geringe Rolle. 

An Stelle von Hexose wurde in den Versuchen Maltose verwendet 
wegen seines gréBeren Molekulargewichtes. Um die Rolle der Aldehyd- 
gruppe zu ermitteln, wurden Parallelversuche mit Saccharose durch 


gefiihrt. 
Die N-glucosidischen Verbindungen zwischen Aminosaéuren und 


x 


Zucker sind sehr unbestandig (7). Es wurden daher auch Versuche 
durchgefiihrt, um das Verhalten von Aminosaéurezuckern mit den 
Proteinzuckern, die auf dieselbe Weise erhalten wurden, zu vergleichen 


Methodik. 


Ovalbumin, kristallisiertes Serumalbumin, das fast frei von Kohlen 
hydraten ist (8), Casein oder Clupein wurden in Lauge bei py 7 bis 9 gelést. 
und die 5- bis 7°%igen Lésungen mit gesattigten oder halbgesattigten Lé6- 
sungen von Maltose oder Saccharose gemischt und bei 10 bis 12° 24 Stunden 
stehen gelassen. Die Systeme wurden dann auf pq 8,9 bis 10 gebracht 
und bei 5 bis 10° nochmals 1 bis 3 Tage stehen gelassen. Nach dieser Zeit 
wurde die Mischung mit 96°Zigem Alkohol ausgefallt, wobei die Alkohol- 
konzentration 70 bis 80°, betrug. Die Ausfallung wurde durch HCl! ode 
Essigséurezusatz erleichtert. In einigen Versuchen wurde noch CaCl, 
zugesetzt. 

Die im UberschuB anwesende, nicht gebundene Maltose wurde entweder 
mit Alkohol ausgewaschen oder der Niederschlag zwei-, drei- oder vierma| 
mit H,O gelést und aufs neue bei bestimmtem py (in An- oder Abwesenheit 
von Alkohol) ausgefallt. Die erhaltenen Niederschlige wurden mit Alkohol 
und Ather getrocknet, gewogen und ihr N- und Zuckergehalt (micro- 
Bertrand und Willstdtter-Schudel) bestimmt. ‘ 

Der Zucker wurde in folgender Weise bestimmt: Ein gewogener Teil 
der getrockneten Substanz wurde 1 bis 2 Stunden im Autoklaven bei 120° 
mit H, SO, hydrolysiert, das Protein mit Phosphorwolframsaure ausgefallt 
und im Filtrat der Zucker bestimmt. Gleichzeitig wurden Kontrollbestim- 
mungen mit reinen Eiwei®stoffen ausgefiihrt. 

Um die Stabilitét der Verbindung bei bestimmtem py zu ermitteln, 
wurde der Niederschlag bei bestimmtem py in Wasser suspendiert ode: 
gelést und 1, 2, 4 oder 24 Stunden stehengelassen. Dann wurde das Protein 
ausgefaillt und der in Lésung gebliebene Zucker bestimmt. 


Ergebnisse und Besprechungen. 


In der im methodischen Teil angegebenen Weise wurden Ver- 
bindungen zwischen Maltose und Ovalbumin, kristallisiertem Serum- 
albumin, Casein und Clupein erhalten (Tabelle I). 

Die Bestimmung der durch Hydrolyse mit H,SO, in Freiheit 
gesetzten Kohlenhydrate zeigte, daB die verschiedenen Proteine sehr 
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verschiedene Mengen von Biosen binden kénnen. Die Zahlen de: 
Tabelle I zeigen weitgehende Parallelitaét zwischen dem Lysingehalt 
der Proteine und den aufgenommenen Zuckern. Mit Clupein, das kein 
Lysin enthalt und ein Molekulargewicht von etwa 2000 bis 4000 hat. 
entsteht ein Symplex, der nur sehr geringe Mengen von Maltose (<- 0,5°,, 
enthalt. Das Ovalbumin, das 3,8 °% Lysim enthalt, bindet sehr wenig 
Ma!tose (1,1 %%). 

Im Gegensatz dazu wurden mit Casein und Serumalbumin Sym 
plexe erhalten, die 7 bis 9°, Maltose enthielten. Der Lysingehalt 
dieser beiden Proteine betragt aber 8,9 und 11%. Ein Protein mit 10°, 
Lysin kénnte theoretisch etwa 23° seines Gewichts Maltose binden. 
wenn alle ¢-Aminogruppen des Lysins im Protein frei sind und mit 
dem Disaccharid reagieren. In keinem Falle wurde dieser theoretische 
Wert erreicht. Dafiir kommen drei Ursachen in Betracht. Erstens 
zeigen die Zahlen der Tabelle II, daB die Verbindung sowohl in alkali. 
schen oder neutralen, besonders aber in sauren Lésungen sehr unbe- 
stindig ist. Zweitens miissen im Protein nicht alle Lysinreste frei sein 
Drittens kénnten nicht alle freien NH,-Gruppen mit dem Zucker 





reagieren. 
Tabelle II. 
Abgespaltene Maltose 
Symplexe und ihr Behandeln, ‘ coe aa a in 9), der 
ad o des anwesenden 
Symplexes ‘Malkone 
A. Ovalbumin + Maltose. 
1. Nach einer 2stiind. HCl-Hydrolyse bei 100°...... 1,09 99 
2. Spo RO Bt Btobon belt T0, 20 5 Sonia de ccs 1,05 95,5 
Nae | Rae Ks hi NT Chay Oe Chen te 1,10 100 
B. Casein + Maltose. - 
lL. SepaOrpes mi TI) Ber Fee. eke ee chases 8,3 100 
2. Nach 4 Std. Stehen bei py 7,0, 20° .............. 4,0—6,0 50 —75 
ee ik, Saat ” fA ah ek ar ee es 7,6 
4, 24 Sh - fs Gp I ie OR hee ORD 6,0 —8,0 
re ee pe sree Ma ME eR 6s ks a a'e 7,9 
6. ge BAe *» sit’ big eg MT 4 Gly de Ole oh ae enecs 6,0 
ee Se | Se ‘ og is eae TE she 42s «iy vaio Sd 8,2 
C. Serumalbumin -+ Maltose. 
1 FRA SATE TOE I Fe eon eek tes 7,8 
2. Nach 4 Std. Stehen bei pq 7,0, 20° .............. 3,8 
Sine ae, -. ages in Pe Fit | gee ere oe 5,1 
ee a” ane ‘ ip MEP isa a aa Uae 3:8 4,6—5,1 
a wh ae ‘ Spt ee ee Me hae ua eh ats wats 5,1 
Bee ia id sala NAN MO ry fei ceiein 9 CEN 3,9 
Be ge a » seas RUMEN.” Rae i chia anlar 5,1 


Wir halten die letzte Annahme fiir die wahrscheinlichste. Das in 
verschiedener Weise und durch zwei- bis viermaliges Waschen mit 70 bis 














det 
halt 
kein 
hat. 


2 


enig 


vm 
halt 
0%, 
den, 
mit 
sche 
tens 
<ali- 
nbe- 
ein 


oker 


se 


der 
iden 


ta) 


75 


s in 


) bis 








Untersuchungen tiber kovalenzartige Symplexe usw. LI. 97 


30° Athanol oder durch zwei- bis dreimaliges Auflésen und sofortiges 
Ausfillen erhaltene Maltose-Casein oder Maltose-Serumalbumin zeigt 
unveranderten Biosegehalt. 

Die Tatsache, daB Casein, obwohl es weniger Lysin als das Serum- 
albumin enthalt, die gleiche Menge Maltose bindet, zeigt, daB die 
Lysinreste im Casein leichter und in gréBerem AusmaBe mit der Maltose 
in Reaktion treten als im Serumalbumin. Der Grund dieses Unter- 
schiedes bleibt unaufgeklart. Es ist interessant, daB gerade im Casein 
eine so groBe Anzahl von Lysinresten (43,7°%) mit Maltose reagiert. 

Die erhaltenen Resultate zeigen, das Proteine, die geringe Mengen 
von freien NH,-Gruppen enthalten, mit reduzierenden Zuckern nicht 
reagieren. Das Clupein, das sehr viel Arginin enthalt, gibt keine Ver- 
bindungen mit Maltose. Die Argininreste sowie die Histidinreste 
reagieren in Abwesenheit von Katalysatoren mit reduzierenden Zuckern 
von kleinem Molekulargewicht nicht in nachweisbarer Weise, obwohl 
sie sicher kurzdauernde Molekiilverbindungen mit diesen Stoffen 
bilden (9). 

Die Verbindung zwischen dem Lysinrest und der Maltose entsteht 


durch die Bindung 
H OH H 


ad 


-NH—C. 


und kénnte als «- oder £-Glucosid existieren. 

Mit Saccharose konnten keine Verbindungen erhalten werden. 
Dies beweist, daB die Reaktion am C,-Atom erfolgt und nur wenn die 
reduzierende Gruppe frei ist. Die Verbindung ist eine kovalenzartige. 
Diese Reaktionsweise wurde in einer anderen Arbeit besprochen (6). 

Die Verbindung zwischen Maltose und Protein ist sehr unbestandig. 
Im Falle des Caseins wird die gebundene Maltose leicht bei langerem 
Auswaschen abgespalten. Die Abspaltung erfolgt aber besonders bei 
pu7 ziemlich langsam, etwas schneller beim Ansauern. Im Gegensatz 
dazu haftet am Serumalbumin auch bei langem (48 Stunden) Stehen 
in Lésung ein Teil der gebundenen Maltose fest am Protein. Sie wird 
nur durch stirkere Angriffe, z. B. durch H,SO,, abgespalten (‘Tabelle I). 
Die schwer angreifbare Maltose entspricht 37°, der gebundenen Biose 
und 2 bis 7% des Symplexes. 

Der Grund des verschiedenen Verhaltens der entstandenen Ver- 
bindungen ist schwer zu erklaren. Jedenfalls scheint es, als ob ein Teil 
der Maltose in einer anderen Weise und stabiler mit dem Protein ver- 
ankert ist. Beim Casein wurde diese zweite Bindungsart nicht nach- 
gewiesen. Es sei hier auf die Ahnlichkeit der Verbindungen Aminosaure- 
Glucose und Proteine-Maltose hingewiesen. Auch mit Glykokoll-Glucose 
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wurden zwei in bezug auf «, und Stabilitat verschiedene N-Glucosid: 
erhalten (6). Unter bestimmten Bedingungen entstand eine Ver 
bindung, die sehr langsam (wahrend einer Woche und mehr) ihren x 
ander e und bei der Bestimmung nach Wi//stdtter-Schudel sehr langsan 
reagiert. 

Vergleicht man die. Eigenschaften der N-Glucoside, die durch eine 
Reaktion zwischen einer NH-Gruppe (z. B. im Histidin) und dem C, 
der Glucose entstehen, mit den Eigenschaften der Verbindungen 
zwischen NH, (z. B. Glykokoll oder Lysin) und C, der Glucose, so 
bemerkt man groBe Unterschiede zwischen diesen zwei Verbindungs- 
typen. Das N-Glucosid von der Formel 

CH—N 
CH 
C N 
Glucose 
entsteht sehr schwer unter Mitwirkung von Katalysatoren oder durch 
aufeinanderfolgende Wirkung von Kohlenhydratderivaten. Auch dic 
Spaltung durch Katalvsatoren (Sauren) oder spezifische Enzyme (z. B 
Nucleosidasen) erfolgt schwer. 

Das zweite N-Glucosid entsteht leicht in wasserigen Lésungen bei 
bestimmtem py und geniigender Konzentration der Komponenten 
Diese Verbindung ist unstabil. Der Unterschied ist wahrscheinlich 
durch die Anwesenheit eines freien ‘H-Atoms beim Glykokoll-glucosid 
hervorgerufen. 

Werden solche Kohlenhydratproteine auch im Organismus gebildet ’ 
Das px der Zellen entspricht zwar den Bedingungen, unter denen 
solche Symplexe entstehen, wir glauben aber, ibre Existenz aus fol- 
genden Griinden ausschlieBen zu kénnen: 

1. Diese Verbindungen kénnen in wasserigen Lésungen zwar leicht, 
aber nur bei groBen Kohlenhydratkonzentrationen entstehen. Wir 
haben bei px 8 bis 9 mit 10 bis 15% Maltoselésungen gearbeitet. Bei 
Anwendung von | bis 2% Maltoselésung entstehen Symplexe mit 
Casein oder Serumalbumin, die nur sehr geringe Mengen von Kohlen- 
hydraten (- als 1°,) enthalten. Die Konzentrationen der Kohlen- 
hydrate in der Zelle sind nur selten gréBer als 1%. 

2. Die entstandenen Verbindungen werden leicht schon bei biologi- 
schem px gespalten. Wenn also Verbindungen der reduzierenden 
Zucker mit den NH,-Gruppen der Lysinreste zustande kamen, miiBten 
sie leicht und schnell in die Komponenten gespalten werden. 

Die durch uns erhaltenen Symplexe entsprechen keiner der 
bekannten kovalenzartigen Kohlenhydrat-Protein-Verbindungen der 
Organismen. Es ist aber nicht ausgeschlossen, daB die N H,-Reste 
des Lysins mit Kohlenhydraten durch andere Gruppen als C,, z. B. 
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durch CH,OH-Gruppen, reagieren kénnen. Diese Verbindungen sind 
nach Helferich (7) viel bestandiger. Sie wérden aber durch Laugen 
bei 100° leicht gespalten. 
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Glykogengehalt der Leber bei Ernaihrung 
mit unterschiedlichen Stirkearten in der gemischten Nahrung. 
Von 
Evangelos Danopoulos, Athen. 
(Aus den Seminaristischen Ubungen fiir pathologische Physiologie an de: 
Universitat in Berlin.) 


(Eingegangen am 29, August 193%.) 


Im Jahre 1935 hat H. B. Pierce! die bis dahin erschienenen 
wichtigsten Arbeiten iiber die Resorption und Ausnutzung der unter 
schiedlichen Kohlenhydrate im Kérper zusammenfassend dargestellt 
Dieses Ubersichtsreferat bezieht sich auf 88 Arbeiten der neuesten 
Literatur. Es geht daraus hervor, da®B nicht unerhebliche Unterschied: 
bestehen hinsichtlich der Resorption der verschiedenen Zuckerarten 
im Magen-Darmkanal, ihres Ubergangs in den Zellstoffwechsel und ihre 
Verwertung als Energie- und Warmespender sowie als Glykogen- und 
Fett bildner. 

Im Rahmen meiner vorliegenden Arbeit interessiert uns vor allem 
die Fahigkeit der einzelnen Zuckerarten, glykogenisiert und als Gly 
kogen abgelagert zu werden. Uber, diesen Gegenstand ist seit 1935 
meines Wissens nichts mehr verdéffentlicht worden. Der Rohrzucker 
nimmt in bezug auf die Glykogenversorgung der Leber unter allen 
Zuckerarten die erste Stelle ein. In engster Beziehung zu diesen Ver- 
suchen iiber die Differenzierung der unterschiedlichen Zuckerarten 
hinsichtlich ihres Verhaltens und Schicksals im K6rper steht die Frage. 
wie sich verschiedene Stdrkearten nach ihrer oralen Zufuhr verhalten 
und welches Schicksal ihre resorptionsfahigen Abbauprodukte im inneren 
Milieu des Kérpers erfahren. Auch hierzu bringt die Arbeit von Pierc: 
einige Aufschliisse. Ebenso wie durch Zucker kann auch durch die 
Starke bei geniigender Dosierung nach ihrer oralen Gabe Hyperglykamie 
und Glykosurie hervorgerufen werden, mag auch der Verlauf der 
alimentar-hyperglykimischen Kurve nach Zuckergabe etwas anderes 
sein als nach einer Starkegabe. Wir sahen z. B. bei Versuchen an 
Menschen im hiesigen Laboratorium, daB die alimentar-hyperglykamische 
Kurve im Mittel von sechs Doppelversuchen an sechs verschiedenen 
Menschen bei der Gabe von léslicher Starke (Kah/baum) ein wenig héher 
anstieg als bei einer Rohrzuckergabe, die so bemessen war, daB die ver- 
abfolgten Starke- und Rohrzuckermengen gleichen Traubenzucker- 
mengen entsprachen. Wir sahen ferner, daB bei Ratten durch ent- 


' H. B. Pierce, J. Nutrit. 10, Nr. 6, 689, 1935. 
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sprechende Zulagen von léslicher Starke oder Rohrzucker zur gemischten 
Nahrung die Lebern der Tiere im letzteren Falle glvkogenreicher waren 
als bei der Starkegabe. 

Auch diese orientierenden Versuche fallen ganz in den Rahmen 
der von Pierce referierten Tatsachen und zeigen, da es nicht gleich- 
giiltig ist, welches Kohlenhydrat in der Nahrung verabfolgt wird 

Die Untersuchungen, iiber die ich in meiner vorliegenden Arbeit 
berichten will, betreffen nicht den Vergleich zwischen Starke und Zucker 
sondern wollen die Frage beantworten. ob im Rahmen bis auf den 
Starkegehalt identischer Nahrungsgemische gleiche Mengen qualitativ 
verschiedener Starkearten unterschiedliche Wirkungen im Stoffwechsel 
ausiiben. Insbesondere interessierte mich die Frage der Beeinftlussung 
des Leberglykogengehalts durch die verschiedenen Starkearten. 


Versuchsanordnung. 


Je 15 manniiche weibe Ratten im Durchschnittsgewicht von etwa 
185 g pro Tier erhielten eine bestimmte Grundnahrung, die in jeder Hinsicht 
volilstandig war, namlich aus 15g Casein, 37,5cem Lebertran, 3g Salz 
gemisch (Mac Collum Nr. 185), licem frischen Zitronensaftes, 900 cem 
Wasser in der Tagesration fiir 15 Tiere bestand. AuBerdem bekam jede 
Gruppe taglich zu dieser Grundnahrung 105 g Starke, und zwar die erste 
Gruppe Kartoffelstarke, die zweite Gruppe Weizenstarke, die dritte Gruppe 
Maisstarke und die vierte Giuppe Reisstarke. Die Nahrung wurde so 
zubereitet, daB man aus ihr, mit Ausnahme der Vitamintrager, Lebertran 
und Zitronensaft, einen Brei kochte, dem nach Beendigung des Kochens 
die Vitamintrager untergemischt wurden. Die Ratten fraGen die tagliche 
Futterration quantitativ auf. Das Kérpergewicht blieb bei allen Gruppen 
konstant. Ratten jeder Gruppe wurden am 12., 14. und 16. Tag der Fiitterung 
durch Genickschlag getétet. Die Lebern wurden schnellstens aus den Kérpern 
entnommen, in ein vorher gewogenes GefaB mit heiBer Kalilauge geworfen 
und darin gewogen. Dann wurden je fiinf zusammengehérige Lebern weite1 
auf Glykogen nach der von Bésl' modifizierten Pfliigerschen Methode 
verarbeitet. Die Zuckerbestimmung wurde nach Hagedorn und Jensen 
gemacht. Im folgenden ist der Glykogentraubenzucker-Prozentgehalt 
angegeben. Jede Gruppe von 15 Ratten wurde in einem gemeinsamen 
Stoffwechselkafig gehalten. Die vier Stoffwechselkafige standen neben 
einander in einem Zimmer bei Zimmertemperatur von etwa 20°C, so dab 
gleiche auBere Versuchsbedingungen garantiert waren. 


Bei allen Gruppen zeigten die Lebern mit der Dauer der Fiitterung 
einen sehr geringfiigigen Anstieg im Glykogengehalt, der sich innerhalb 
der hundertstel Prozente bewegte. also vernachlassigt werden kann. 
Bei allen Gruppen (Tabelle I, II, I11), mit Ausnahme der Reisgruppe. 


lag der Prozentgehalt der frischen Lebern an Glykogentraubenzucker 


zwischen 0,653 und 0,700°,. Nur bei der Reisstarkegruppe (Tabelle LV 
lag er zwischen 0.800 und 0,840°, 


1 Y. Boésl, diese Zeitschr. 202, 299, 192s. 
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Daraus geht hervor, daB Kartoffel-. Weizen- und Maisstark 
bei im ubrigen identischer Nahrung, einen gleichen Leberglykogengehalt 
bhedingen, wahrend die Reisstarke einen um etwa 20°, héheren Leber 
glvkogengehalt bewirkt. Man kénnte an sich gewiB im Zweifel sein 
ob eine Differenz von etwa 20°, bei Untersuchungen iiber den Leber 
glvkogengehalt fiir weitergehende SchluBbfolgerungen geniigt, wie ich 
sie soeben gezogen habe. Da es sich jedoch hier um gréBere Tier 
gruppenversuche handelt und innerhalb der gleichen Gruppe die Gly 
kogenwerte praktisch identisch waren, waihrend die Gruppe der Reis 
tiere mit einem erhéhten Glykogenwert aus der Reihe der Glykogen 
werte aller anderen Gruppen herausfiel, ist man doch wohl zu dem 
SchluB berechtigt, daB die Reisstarke etwas besser in der Leber in 
Glvkogenform deponiert wird, als es bei den anderen genannten Starke- 
arten der Fall ist. 

Versuchsprotokolle. 


I. Gruppe von 15 manntlichen weiben Ratten. 





Gewichte von 15 Tieren an den folgende: 


Tagliche Nahrung fiir 15 Tiere 
g fi 5 Tier Versuchstagen 


RON a ea a ct aa ag 15,0g RS EE RU fe See 2808 g 
IR Fo dein wig tb wseraens PRE WOOIN  T a e own gy au he aed 2808 g 
Kartoffelstarke .............. 1050¢ De Or ee ea 2808 g 
Salzgemisch Mac Collum Nr. 185 3,0 g » Sens itl Sees eee 2810 g 
witroneneait .. 6.5.65... iv; eee RE. nee ee 2810 ¢ 
Wasser ...... HIPs hee Pe Goo cement 1B. 8 eae 2810 


Fiinf Ratten, getétet nach 12 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern 
16,0 g¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,678 °,. 

Fiinf Ratten, getétet nach 14 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern 
42,0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,692 °,. 

Fiinf Ratten, getétet nach 16 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern 
38,0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,700 °,. 


I]. Gruppe von 15 mannlichen weiBen Ratten. 





Gewichte von 15 Tieren an den folgenden 


Tagliche Nahrung fiir 15 Tiere Versuchstagen 


ERIE en ern ee ny ae 15,0 g Se; a Cera) eee 2806 2 
NE soo one's oh Sea canine AR, sl aa cts de ar eek ae 2806 2 
WeIOMONEIKe 6 ois EOS 105,0 ¢ Be, ARR RTS BAS De 2806 ¢ 
Salzgemisch Mac Collum Nr.185 3,0 g Bas gp Ri RIPEN BRS 2808 g 
ARIE, ooo so cig. ep: cts ig eae PENG BO a aia pies seo 30S 2808 g 
Wasser ....... COS e eee: Pn EN Lae Go. hoa oes a 2808 g 


Fiinf Ratten, getotet nach 12 Tagen: Gewicht der fiint frischen Lebern: 
13.0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,653 %. 

Fiinf Ratten, getétet nach 14 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
15,0 g; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,686 °. 

Fiinf Ratten, getétet nach 16 Tagen: Gewicht der fiinf frisehen Lebern 


=" 0 


41,0 ¢; Glvkogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,697 
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Ill. Gruppe von 15 mannlichen weiBen Ratten. 





Gewichte von 15 Tieren an den folgenden 


Tigliche Nahrung fiir 15 Tiere : 
g Q » De Versuchstagen 


COM roe. Sea eae. 15,0 g Pay” ee Lisesse | SRB 
EGPNPOR ashi ices Heke bk Seoomey 2B ye eae ees 2806 g 
WIRE nu es hc ales 105,0 g Wie au fe saree ine iil ar 2806 g 
Salzgemisch Mac Collum Nr. 185 3,0 g Mes. ge Asa ae ee eek ee 
PN os So als CRA BE) oattT i -105- go eae BS. Si dee 2807 g 
WERE ap sees Sees ode TE GOUR Rah yy | eaedee ox eee 2807 2 


Fiinf Ratten, getétet nach 12 Tagen: Gewicht der fiint frischen Lebern: 
$1.0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,678 °,. 

Fiinf Ratten, getétet nach 14 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
10,0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,692 °,. 

Fiinf Ratten, getétet nach 16 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
10.5 g; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,698 ©,. 


IV. Gruppe von 15 mannlichen weiBen Ratten. 





Tagliche Nahrung fiir 15 Tiere Gewichte von 15 Tieren an den folgenden 


Versuchstagen 
oS SMS © RDS So rc re 15,0 g DS CMM so hers oo ea 2805 g 
FO ree 37,5 ecm a. cis Stan cea oaks 2805 g 
SINE! 80 5 ct So ce chee ewan 105,0 g ee ees aveseitoe it re 
Salzgemisch Mac Collum Nr. 185 3,0 ¢ Betas wees eee ea 2807 g 
TORRES 6 ori cek caavilscces ROR Ge UO ei aad a, e's ea 2807 g 
RRR ARS Senet: v5: POR BR a eg as ee bac an 2807 g 


Fiinf Ratten, getétet nach 12 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
12,0 g; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,800. 

Fiinf Ratten, getétet nach 14 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
43,0 g¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,834 ° . 

Fiinf Ratten, getétet nach 16 Tagen: Gewicht der fiinf frischen Lebern: 
40,0 ¢; Glykogen-Traubenzuckergehalt darin: 0,840 °,. 

Ubersichtstabelle. 
Nahrung fiir je 15 Ratten im Gesamtgewicht von etwa 2800 g: Casein 15 g; 
Lebertran 37,5 cem; Mac Collumsches Salzgemisch Nr. 185 3g; frischer 
Zitronensaft 15 cem; Wasser 900 cem; Starke 105 g. 





Zahl Dauer der °/,-Gehalt der frischen 
Stiirkeart dan Tiere Fiitterung Lebern an Glykogen- 
“ in Tagen traubenzucker 

IIE ickic ces heer cas 5 12 0,678 
Benge be wack ya des 5 14 0,692 
peice Sie ey kin see eee Ot es 5 16 0,700 
NONE Co oo erie cy ek ee 5 12 0,653 
OSS An Se ete ae ern 5 14 0,686 
ee ae ed toate oray atale cae 5 16 0,697 
BN oes arse waren arn ewe 5 12 0,678 
sit bait pi ASS elo ple A Ba we aces WS 5 14 0,692 
le Oe oe ce lari st a ae ba ale 5 16 0,698 
We Se te ei ees a 5 12 0,800 
eee sips uk, ast ew 5) 14 0,834 


Bee er ies Ne ln eye 5 16 0,840 

















Cher die Bindung des Eisens in Eiweibstoffen*. 
Von 
F. Gottwalt Fischer und Kurt Hultzseh. 
(Aus dem Chemischen Laboratortum der Universitat Freiburg i. Bi 
(Eingegangen am 14, September 1938.) 


Mit 9 Abbildungen im Text. 


Man hat bekanntlich drei Bindungsarten des Eisens in der organi- 
schen Substanz unterschieden und auger den nichtionisierten Kom- 
plexen vom Typus des Hamoglobins und den ohne weiteres durch 
Kisenreagenzien nachweisbaren Eisensalzen noch eine Gruppe von 
eisenhaltigen Verbindungen abgesondert, in welchen das Metall mit 
den iiblichen Reagenzien nicht oder jedenfalls erst nach langer und 
kraftiger EKinwirkung zu finden ist'*. Man spricht von ,,locker or- 
ganisch gebundenem* oder auch mit Macallum* von ,,mas- 
kiertem*' Eisen. . 

Ofters untersuchte Beispiele solcher Eisenverbindungen sind die 
der Nucleoproteide, des Caseins und seit Bunges Arbeit iiber das 
,, Hamatogen**4 des Vitellins aus Eidotter. Eine besondere, in den 
letzten Jahren eingehender untersuchte Bindungsart ist die des ,,leicht 
abspaltbaren‘‘ Eisens im Blute5. Die Versuche der vorliegenden Arbeit 
betreffen die Frage, ob die ,,.Maskierung‘‘ von Eisenionen sich auf be 
sondere Gruppen in den bindenden hochmolekularen Stoffen zuriick- 
fiihren laBt oder nicht. 

1. Die Reaktionen des ,,maskierten*’ Lisens. 

In der Literatur finden sich zahlreiche, zum Teil widersprechende 
Angaben iiber die makro- und mikrochemischen Nachweise des derartig 
gebundenen Metalls. Die Widerspriiche lassen sich gréBtenteils darauf 
zuriickfiihren, daB der Erfolg dieser Reaktionen weitgehend von oft 
ungentigend beachteten quantitativen Verhaltnissen abhangig ist. 
Die Nachpriifung der Reaktionen zum Nachweis des _,,maskierten’ 
Kisens zeigt indessen: 1. da das Eisen in diesen Stoffen in der Ferri- 
stufe vorhanden ist, 2. daB es in neutraler Lésung nicht dissoziiert ist 
und von Alkalien nur langsam freigelegt wird, 3. daB in saurer Lésung 
erst bei starker Aziditaét (px 1) eine merkliche Dissoziation erfolgt 


* Dogs. 

' Literatur siehe in Bethes Handbuch der norm. u. pathol. Physiologie 
XVI/2, 1644. 2 BE. Meyer, Ergebn. d. Physiol. 5, 698, 1906. A: B. 
Macallum, ebenda 7, 565, 1908. 4G, Bunge, Zeitschr. f. physiol. Chem. 9. 


49, 1884. -— °C. Barkan, zahlreiche Arbeiten in Zeitschr. f. physiol. Chem. 
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die den Nachweis erlaubt, und 4. daB eine Reduktion zur Ferrostufe 
zur sofortigen, volligen Freilegung der Metallionen fiihrt!. 

Vitellin aus Eidotter z. B. gibt mit Schwefelammonium zunachst 
eine griinliche Farbung, die sich erst im Laufe mehrerer Stunden vertieft 
und in Schwarz umwandelt. Bei Zusatz von Ammoniumrhodanid oder 
Kaliumferrocyanid treten auf Zugabe starker Mineralsdure, aber erst 
dann, sofort die Farbreaktionen in voller Intensitat ein: die farbigen 
Kisenkomplexe bleiben fast ganz an die EiweiBteilchen adsorbiert. 
2, «-Dipyridyl gibt in essigsaurer Lésung erst nach dem Hinzufiigen 
eines Reduktionsmittels (Natriumsulfit oder -hyposulfit) eine Rot- 
farbung, welche jedoch nicht auf die festen Teilchen beschrankt bleibt, 
sondern langsam in Lésung geht. Die Reaktion mit Thioglykolsdure 
in ammoniakalischem Medium, die ebenfalls die Ferrostufe herstellt, 
geht augenblicklich vor sich; dabei wird die Lésung violett, wahrend 
die Eiweibflocken farblos bleiben. 


2. Eisen- und Phosphorgehalt in Vitellin und seinen Abbauprodukten. 

Es ist aus den Feststellungen verschiedener Autoren bekannt, 
da sich Phospho- und Nucleoproteide durch ihren oft hohen Eisen- 
gehalt und durch die Fahigkeit zur Bindung weiteren Eisens aus- 
zeichnen. Bunge? vermerkte auBerdem, daB nach dem _ peptischen 
Abbau von Vitellin aus Hiihnereidotter die phosphorreichen Spalt- 
stiicke durch ihren hohen KEisengehalt auffallen. Das gilt auch fiir 
phosphorreiche Vitellinabbauprodukte, die in anderer Weise entstanden 
sind, so z. B. fiir die durch ammoniakalische Hydrolyse erhaltliche 
., Vitellinsiure’ von Levene und Alsberg® und fiir die ,,8,-Komponente 
des Ovotyrins*, welche von S. und T'h. Posternak4 durch peptische und 
anschlieBende tryptische Verdauung von Vitellin dargestellt wurde. 

Dieses Beispiel des Vitellins und seiner Spaltstiicke wurde im 
Rahmen der vorliegenden Arbeit durch Bestimmung des Eisen- und 
Phosphorgehalts von Vitellinpraparaten und von in verschiedener Weise 
dargestellten Abbauprodukten naher untersucht. Die folgende Gegen- 
iiberstellung, die auch Bestimmungen anderer Autoren umfaBt, zeigt, 
daB beim Ansteigen des Phosphor- und Eisengehalts das Verhialtnis 
beider Elemente in engen Grenzen bleibt; Phosphorsiure und Eisen 
reichern sich also in denselben Spaltstiicken an. Lediglich beim ,,Ovo- 
tyrinf,“ macht sich die erfolgte Aufteilung des phosphorhalt'gen 
Restes in einen eisenhaltigen und mehrere eisenfreie Teile durch eine 
Verschiebung des Verhaltnisses bemerkbar. 

1 §. L. Tompsett, Biochem. J. 28, 1802, 1934. — ? A.a. O., siehe auch 
Hugounneng u. Morel, C.r. 140, 1065, 1905; 141, 848, 1905; 142, 805, 
1906. 3 P. A. Levene u. C. Alsberg, Zeitschr. f. physiol. Chem. 3), 543, 
1900. — * S.u. Th. Posternak, C.r. 184, 909, 1927; 185, 615, 1927. 
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Substanz Fe-Gehalt P-Gehalt Fe:P 
%9 %p Mol 

Valen (MMI. iassiiiees isttea des 0,049 0,94 1: 34,5 
Hamatogen (Bunge) .............06. 0,29 5,19 1 ; 32,2 
$s (Hugounneng) ......... 0,455 8,7 1: 34,4 
Vitellinsiure (Levene).............. 0,57 9,88 | 1 81,2 
Ovotyrin 8, (Posternak) ........... 3,5 12,09 1: €2 
Vitellin (diese Arbeit) ............. 0,072 1,64 1: 40,9 
Peptisch verd. Vitellin............. 0,213 | 4,84 1: 40,8 
Tryptisch ,, he plies REE RE oe ee 0,695 8,34 1: 21,6 
Vinee 8 es 0,325 5,19 |} 2: 26,7 
is (zweites Praéparat) ..... | 0,080 1,95 | £3489 


Das Zusammengehen von Eisen- und Phosphorsaure in den Vitellin- 
spaltstiicken legt die Vermutung nahe — ebenso wie die Fahigkeit der 
Phosphorproteide zur ,,Maskierung*: des Eisens tiberhaupt —, daB die 
Bindung des Metalls mit der Anwesenheit der organisch gebundenen 
Phosphorsiure zusammenhangt. 


3. Die Aufnahme von Eisen durch Phosphorproteide und Nucleinsiuren. 


Phosphorproteide und Nucleinséuren vermégen eine gréBere Menge 
Eisen aufzunehmen und zu ,,maskieren‘‘, als in ihnen meistens natiirlich 
vorkommt oder durch das Darstellungsverfahren zugefiihrt worden ist. 
Versetzt man z. B. eine Vitellinaufschwemmung mit einer Eisenchlorid- 
lésung und filtriert, dann ist weniger, oder bei entsprechenden Mengen- 
verhiltnissen kein Eisen mehr im Filtrat nachzuweisen. 

Diese Eisenaufnahme erfolgt auch in stark saurer Lésung und unter- 
scheidet sich dadurch von der viel allgemeineren oft untersuchten 
Erscheinung der Bindung anderer Ionen an EiweiBstoffe, die nicht von 
deren Phosphorgehalt abhangig ist (siehe Absthnitt 5 und 6). 

‘ In den folgenden Versuchen wurden zur Messung der Eisenaufnahme 
der Metall bindende Stoff, EiweiB oder Nucleinséure, nach Einstellung 
des Gleichgewichts mit der eisenhaltigen Lésung von dieser durch 
Zentrifugieren oder Filtrieren abgetrennt. Aus dem in Lésung verblie- 
benen Eisen ergab sich die aufgenommene Eisenmenge. Diese Methode 
setzt voraus, daf die zur Untersuchung gelangenden Stoffe in neutralem 
und saurem Medium schwer léslich sind. Sie ist in ahnlicher Weise 
schon von Freundlich und Lindau! beim Studium der Einwirkung von 
EiweiBstoffen auf Eisenhydroxydsole benutzt worden. 


1 H. Freundlich u. G. Lindau, diese Zeitschr. 208, 91, 1929; G. Lindau, 
ebenda 219, 385, 1930; H. Freundlich u. G. Lindau, ebenda 284, 170, 1931. 
Zur Messung der Bindung von Ionen an Eiwei®stoffe haben schon ver- 
schiedene Methoden Anwendung gefunden: Die Bestimmung der Ionen- 
aktivitaét durch Konzentrationsketten (Th. Oryng u. W. Pauli, ebenda 
70, 368, 1915; W. Pauli u. J. Matula, ebenda 80, 187, 1917) oder Messung 
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Die in diesem Abschnitt wiedergegebenen Bestimmungen der 
Metallionenbindung bei steigenden Eisenzugaben sind durchweg_ bei 
gleichbleibender Aziditat, und zwar in stark saurer Lésung (*),n HCl) 
ausgefiithrt worden. Die Abhangigkeit der Eisenaufnahme vom py ist 


in den Abschnitten 5 und 6 behandelt. 








\ 


SS 
° 








Aufgenommene Eisenmenge in Molx10-6 
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Eisonmenge in der Restlisung in Molx10~6 





Abb. 1. Kisenaufnahme durch Vitellinsdure (1), Vitellin (11) und Casein (111). 
Vitellinsiiure 18,8 mg, mit 5.2% P: Vitellin 17,0 mg, mit 1,7°% P; Casein 50,5 mg, mit 0,7 °% P 
2),n HCl: Gesamtvolumen in jedem Versuch 6 cem. 
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Abb. 2. Eisenaufnahme durch tryptisch verdautes Vitellin (1), Metaphosphorsiiurealbumin (11) 
und Hefe-Nucleinsiure (111). 

Trypt. verd. Vitellin 15,0 mg, mit 8,3°% P; Metaphosphorsiurealbumin 28,6 mg, mit 2,7°% P: 

Hefenucleinsiiure 32,0 mg, mit 8,3% P: 2/5 n HCl: Gesamtvolumen in jedem Versuch 6 ccm. 


Es zeigt sich namlich, wie eingangs erwahnt, daB in stark saurer 
Lésung nur Nucleinséuren und phosphorhaltige Proteide, wie Vitellin 


der Leitfahigkeit (W. Pauli u. M. Schon, ebenda 158, 253, 1924; EF. Goigner 
u. W. Pauli, ebenda 235, 271, 1931), die Messung von Membranpotentialen 
(J. H. Northrop u. M. Kunitz, J. of gen. Physiol. 4, 25, 1925; 9, 351, 1925; 
11, 481, 1928), die Ultrafiltration (H. Bechhold, diese Zeitschr. 199, 451, 1928; 
H. Schorn, ebenda 8. 459; E. Heymann u. F. Oppenheimer, ebenda 8. 468; 
M. Giuffré, ebenda 229, 296, 1930) und bei schwerléslichen Salzen, die 
Léslichkeitsbeeinflussung (W. Pauli u. M.Samec, ebenda 17, 235, 1909; 
W. Pauli u. R. Stenzinger, ebenda 205, 71, 1929). 
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und Casein, Eisenionen aufnehmen, wahrend phosphorfreie Eiweif- 
korper bei einem py <1 zu einer Eisenbindung unfahig sind. Mit 
Metaphosphorsaure gefillte oder mit Phosphoroxychlorid phosphory- 
lierte EiweiBkorper verhalten sich dagegen wie Vitellin oder Casein. 
Die Bindung von Eisen in stark saurer Lésung setzt also die Anwesenheit 
von Phosphorsiure im Proteid voraus. 

In den Kurvenzeichnungen Abb. 1 und 2 sind als Beispiel einige 
Mebreihen wiedergegeben, aus denen sich erkennen liBt, daB die Eisen- 
aufnahme durch phosphorhaltige Proteide, ihre Abbauprodukte und 
durch Nucleinsduren sich einem Endwert nahert, der in Beziehung zu 
ihrem Phosphorgehalt steht. Ein Vitellinsiurepraparat z.B. mit 
5,2% P maskiert 2,8mal soviel Eisenionen wie ein Vitellinpraparat 
mit 1,9°, P. Darauf wird auf 8.115 noch naher eingegangen. ; 

Das den Phosphorproteiden und Nucleinséiuren zugefiihrte und von 
ihnen gebundene Eisen verhilt sich in jeder Hinsicht wie das schon 
urspriinglich in ihnen vorhandene ,,maskierte‘‘ Metall. 

AuBer Ferriionen werden in stark saurer Lésung (?/,n HCl) von 
Phosphorproteiden nur Uranionen*in gr6Beren Mengen gebunden. Zwei- 
wertiges Eisen'!, Nickel, Mangan, Kobalt und Kupfer werden hingegen 
nicht aufgenommen. 


4. Die Abspaltung von Eisen und Phosphorsiure aus Vitellin durch 

alkalisehe Hydrolyse. 

Wenn die Bildung wenig dissoziierender Eisenkomplexe in Phosphor- 
proteiden tatsachlich auf die Anwesenheit der Phosphorséure zuriick- 
zufiihren ist, so mu eine Abspaltung der Séure, etwa durch milde 
alkalische Hydrolyse nach Rimington und Kay?, mit einer Abspaltung 
des vorhandenen Eisens und mit einem Verschwinden der Fahigkeit 
zur Eisenbindung einhergehen. : 

‘Es ist aus friiheren Angaben bekannt, daB das Eisen des Vitellins 
durch Alkalieinwirkung in der Hitze abgespalten wird. Lésungen der 
Vitelline in Alkali sind nach ihrem Eisengehalt mehr oder weniger 
braun gefairbt: beim Anséuern werden sie jedoch wieder farblos und das 
Eisen ist nach wie vor gebunden. Erst bei langerem Stehen oder Erhitzen 
in alkalischer Lésung scheiden sich Eisenhydroxydflocken aus und das 
Eisen wird durch Rhodanid nachweisbar. Auch durch Kochen mit 
mindestens | bis 2n HCl kann das Eisen, wenn auch langsamer, in 
Lésung gebracht werden. 

Bei der alkalischen, nicht aber bei der sauren Hydrolyse wird 
auBerdem anorganische Phosphorsaure abgespalten. Aus quantitativen 


' Lintzell, Ergebn. Physiol. 31, 844, 1931. — ? C. Rimingtonu. H. D. 
Kay, Biochem. J. 20, 777, 1926. 
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teihenversuchen geht hervor, da} Kisen- und Phosphorsdureabspaltung 
(Abb. 3, Kurve I und il) sowie das Erléschen des Eisenbindungs- 
vermoégens (Abb. 4) zeitlich parallel gehen. 

Versuche mit reinem Vitellin statt mit Lecithovitellin verlaufen 
vollig gleichartig. Nicht so klare Ergebnisse gibt die alkalische Hydro- 
lyse von Vitellinabbauprodukten, da dabei lésliche phosphorsaure- 
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Abb. 3. Eisen- und Phosphorsiureabspaltung von Vitellin durch alkalische Hydrolyse 
Phosphorsiure 1, Eisen IL; 1060 mg Lecithovitellin, gesamter Eisengehalt 530 ;, Phosphor- 
gehalt 20000 y; Gesamtvolumen 100 cem, !|,n KOH, 37° 














halt'ge Spaltstiicke entstehen, welche auf 
Kisensalzzugabe nur unregelmaBigausflocken. | 
Die Ergebnisse der angewandten Bestim- S| 
mungsmethode sind aus diesem Grunde nicht -§ | \x 
oo . eo . > . ®» a\ 

zuverlassig: doch lit sich erkennen, daB die §¢ 
Fahigkeit zur Eisenbindung erst nach volliger & . 
Abspaltung der Phosphorsaure erlischt. Diese 7 \. 
Abspaltung erfolgt bei den schon enzymatisch & is, 
abgebauten Vitellinprodukten bemerkens- Zeit 60 1 Min 
werterweise wesentlich langsamer als_ bei otis: Tides Geb Wei 
Vitellin selbst!. Ein Vitellinpriparat z. B. — — — 

: ‘~ U7 — . a thovitellin durch alkalische 
war in n/5 KOH bei 37° in 3 Stunden zu Hydrolyse. Je 50 me Leci- 


thovitellin in 5 cemn/5 KOH 


40,3 °, dephosphoryliert, waihrend ein Pra- we 
" vi ,. 


parat von tryptisch verdautem Vitellin unter 
gleichen Bedingungen nur 18°, der méglichen Menge anorganischer 
Phosphorsiure gebildet hatte. Auch bei ,,Vitellinsaéure’’ geht die De- 
phosphorylierung dhnlich langsam vonstatten. 

Indessen muB die Zerstérung des Eisen bindenden Phosphor- 
komplexes nicht unbedingt von einem Freiwerden anorganischer 


1 Ahnliche Beobachtungen haben schon R. H. A. Plimmer u. W.M. 
Bayliss gemacht, J. Physiol. 33, 439, 1906. 
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Phosphorsiure begleitet sein. Durch saure Behandlung (z. B. halb- 
stiindiges Kochen mit n HCl) wird unter teilweiser Bildung léslicher 
Hydrolysenprodukte das urspriinglich vorhandene Eisen frei, ohn¢ 
dafS anorganische Phosphorsiure abgespalten wird. Die Fahigkeit zur 
Kisenbindung ist mit der hier angewandten Methode nicht mehr nach- 
zuweisen, da die Spaltstiicke mit gebundener Phosphorsiure keine 
schwerléslichen Eisensalze geben. 


5. Die py-Abhingigkeit der Eisenaufnahme durch phosphortreie EiweiBkérper. 


In neutraler und schwach saurer Lésung werden bekanntlich 
Kisensalze auch von phosphorfreien EiweiBkérpern gebunden. Bei 
stirkerer Aciditat lassen sich jedoch, wie erwahnt, keine Anzeichen 
einer Eisenaufnahme finden. 
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Abb. 5. Kisenaufnahme durch phosphorfreie Eiweiistoffe bei verschiedener Aciditit 
I Serumeiwei®B (49,0 mg, Eisenzugabe 25 .10-6 Mol). IT Ovoglobulin (168 mg, Eisenzugabe 
25..10-6 Mol). If und V Ovalbumin (41,5 mg, Eisenzugabe 15 bzw. 5. 10-6 Mol). IV Zucker- 
kohle (75 mg, Eisenzugabe 15.10-6 Mol). Gesamtvolumen in jedem Versuch 6 cem. 


Um die Verhiltnisse mit denen der Phosphorproteide genauer ver- 
gleichen zu kénnen, wurde die Eisenaufnahme bei gleichbleibender 
Eisenionenkonzentration, aber wechselnder Aciditaét, durch Ovalbumin, 
Ovoglobulin und durch die Proteine des Serums gemessen. Andere 
qualitativ gepriifte Beispiele sind im Versuchsteil genannt (S. 121). 

Die Bindung des Eisens beginnt erst iiber py 1 meBbar zu werden. 
Ihr Verlauf macht es wahrscheinlich, daB das Eisensalz nach MaBgabe 
seiner hydrolytischen Dissoziation in Eisenhydroxyd bzw. in basische 
Chloride mit den Proteinen ausflockt. Man beobachtet eine steigende 
Braunfairbung der EiweiBteilchen von py 1 bis 3 an nach der alkalischen 
Seite, die auch bei steigender Temperatur sich vertieft. Eine Versuchs- 
reihe mit Zuckerkohle, die als metall-, siure- und stickstofffreies Adsorp- 
tionsmittel gewahlt wurde, gibt die gleiche leicht S-férmige Aufnahme- 
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kurve (Abb. 5, Kurve IV), welche, wie bei den Proteinen, erst tiber 
pu 3 bis 4 ihrem Endwert sich genahert hat!. 

Mit dem Adsorptionsmittel Kaolin ist die Parallelitét von Eisen- 
aufnahme und hydrolytischer Dissoziation des Eisenchlorids schon 
gezeigt worden ?. 

Die Salze des zweiwertigen Eisens sind weit weniger hydrolysiert ; 
dadurch wird es verstandlich, daB Ferroionen nicht gebunden werden. 

Ob die Ferriionenaufnahme durch die hier untersuchten Proteine 
im genannten Aciditatsbereich bevorzugt an bestimmten Atomgruppen 
(etwa unter Mitwirkung freier Amino-, Oxy- oder Carboxylgruppen) 
vor sich geht, mag dahingestellt bleiben. Bekanntlich sind fiir die 
Beziehung zwischen Salzen und Proteinen sowohl die mehr chemischen 
Faktoren (besonders durch W. Pauli, a.a.O., P. Pfeiffer’, C.L. A. 
Schmidt’, Starkenstein®), als die mehr physikalischen (1H. Bechhold, 
a.a.O., BE. Heymann, a.a.O.) betont worden. 

Bei nicht zu starker Aciditat bilden sich mit zahlreichen Sauren, 
z. B. mit Oxy- und Oxyaminocarbonséuren, wenig dissoziierte Eisen- 
komplexe*. In echter Lésung ist ihr Nachweis unzweifelhaft. Bei den 
kolloiden EiweiBkérpern aber scheint eine scharfe Entscheidung 
zwischen Komplexsalzbildung und Adsorption etwa zugunsten der 
ersteren nur im Falle eines exakten Nachweises von stéchiometrischen 
Verhaltnissen zwischen gebundenem Metall und bestimmten Atom- 
gruppen im Proteinmolekiil gerechtfertigt. 


6. Die py-Abhingigkeit der Eisenaufnahme dureh phosphorhaltige 
EiweiBkérper und Nucleinsiuren. 
Ein wesentlich anderes Bild wird durch Eisenaufnahmekurven von 
Lecithovitellin, Vitellin und Casein ermittelt. 


Deutlich ist ihre Verschiedenheit von den soeben erérterten zu 
erkennen. Schon bei px 0 findet eine betraichtliche Eisenaufnahme 
statt, an welche sich die schon besprochene, auch bei phosphorfreien 
Proteinen vorhandene, wahrscheinlich durch Adsorption basischer 
Salze zustande kommende Eisenbindung anschlieBt. Schon zwischen 
pu 2,5 bis 3 ist fast das ganze zur Verfiigung stehende Eisensalz auf- 
genommen. 


1 Uber die Beziehungen zwischen Eiwei®kérpern und Eisenhydroxyd- 


solen siehe H. Freundlich u. G. Lindau, a.a. O. 2 E. Heymann, Kolloid- 
Zeitschr. 50, 97, 1930. — * P. Pfeiffer, Organ. Molekiilverbindungen, 
2. Aufl., Stuttgart 1923. — 4 C. V. Smythe u. C. L. A. Schmidt, J. of biol. 
Chem. 88, 241, 1930. — ° E. Starkenstein, Zeitschr. f. d. ges. exper. Med. 


68, 425, 1929; H. Weden, Arch. f. exper. Path. u. Pharm. 150, 332, 1930; 
E. Starkenstein u. H. Weden, ebenda 150, 354, 1930. 
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In einigen Versuchsreihen, besonders mit phosphorreichen Vitellin- Lé 
abbauprodukten, stiegen die Werte des aufgenommenen Eisens zwischen be 
pu 0 und | nur wenig und dann erst starker ; es ist schwer zu entscheiden, er 
ob das den tatsichlichen Bindungsverhaltnissen entspricht oder aber Dy 
auf besondere Bestimmungsfehler zuriickzufiihren ist. s¢ 
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Abb. 6. Eisenaufnahme durch Phosphorproteide bei verschiedener Aziditat 
I Vitellin (75,0 mg, mit 1,7 °, P, Eisenzugabe 26 .10-° Mol). IL u. ILL Lecithovitellin (65,6 mg 
mit 1,85 °/, P, Eisenzugabe 25 bzw. 15-10-6 Mol). IV u. V Casein (75 mg mit 0,7° P, 
Eisenzugabe 25 bzw. 15.10-® Mol). Gesamtvolumen in jedem Versuch 6 cem. 
© Abb. 7 gibt das Ergebnis von 
¥ ai : ; 
iS / sq nel Messungen der Eisenbindung von Leci- 
s 
& 20r thovitellin bei steigenden Eisengaben % 
S$ 4 : : u 
= ntl innerhalb des stark sauren Bereichs 
S P F . ° S¢ 
: 16 wieder ; die Kurven zeigen deutlich den 
os ° ‘ Z\ 
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8S * ° Zt 
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: - : eo) line u 
§ siuren zeigen bekanntlich die Fahig- 
X ; s Ts ata al 
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= Allerdings scheinen die Angaben tiber 
x hi ; : 
’ 4 das Vorkommen dieses Metalls in der 
g . ® WI * Chromatinsubstanz (Wiescher, Macal- . 
Lisenmenge in der Restlosung i (folx10 i 9 } I 
lum, Takahata*) neueren Untersuchun- R 
Abb. 7. Eisenaufnahme durch Lecithovi- : ol ' Leah) 3 
tellin bei steigenden Eisengaben und ver- gen nic it standzuhalten °. 
schiedenen Salzsiurekonzentrationen. Erschwerend fiir die Bestimmung 
In jedem Versuch 70 mg Lecithovitellin me F ; (1 
in 6 ccm. der Eisenaufnahme in stark saurer 9s 
2 
' A. Ascoli, Zeitschr. f. physiol. Chem. 28, 426, 1899. 2 Takahata, P 
ebenda 136, 214, 1924. — * Policard, Bull. Histol. appl. ete. 11, 1934. f. 
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Losung ist die schlechte Flockbarkeit der Sauren aus Hefe und die 
bekannte Saureempfindlichkeit der tierischen Nucleinsauren. Doch 
erkennt man aus den Kurven der Abb. 8, daB die Eisenaufnahme von 
py O bis etwa 0.5 nur wenig zunimmt, um dann aber in raschem Aufstieg 
schon bei px 1,5 ihren Endwert zu erreichen, wihrend bei phosphor- 
freien Eiweifstoffen die Aufnahme nicht unter einem py von 3 bis 4 
maximal wird. 
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Abb. 8. Eisenaufnahme durch Nucleinsiiuren bei verschiedener Aciditat. 
Lu. 1V Thymusnucleinsiure (75 mg mit 7,9°% P; Eisenzugabe 25 bzw. 15 .10-6 Mol). IL u. LI 
Hefenucleinsiure (75 mg mit 8,3 9/9 P: Kisenzugabe 25 baw. 15-10- Mol). Gesamtvolumen 
in jedem Versuch 6 ccm. 


Nach der Titrationskurve der Nucleinséuren und den sonstigen 
iiber ihre Konstitution bekannten Tatsachen sind in ibnen sehr wahr- 
scheinlich neben einbasischen (zweifach organisch gebundenen) auch 
zWweibasische (einfach organisch gebundene) Phosphorsaurereste an- 
zunehmen!). Im Vitellin? und Casein*® ist die Phosphorséure zum 
gréBten Teil als Ester des Serins gebunden. Noch unbestimmt ist, ob 
und in welcher Weise auch die zweite Sauregruppe verestert oder 
amidiert vorliegt. 

7. Die Eisenbindung durch Phosphorsaureester. 

Die Dissoziation der Eisensalze der Ortho-, Pyro- und Meta- 
phosphorsdure in saurer Lésung nimmt bekanntlich in der genannten 
Reihenfolge ab. Die Rhodanidreaktion in verdiinnter Salzsaure 


1 Literatur bei P. A. Levene u. L. W. Bass, Nucleic acids, New York 
(1931), S. 278ff. — ? F. BE. Lipmann u. P. A. Levene, J. of biol. Chem. 
98, 109, 1932. — * F. Lipmann, Naturwiss, 21, 236, 1933, diese Zeitschr. 
262, 3, 1933: P. A. Levene u. D. W. Hill, J. of biol. Chem. 101, 711, 1933; 
P. A. Levene u. A. Schormiiller, ebenda 108, 537, 1933: G. Schmidt, Zeitschr. 
f. physiol. Chem. 223, 86, 1934. 
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verlauft mit dem LEisensalz der Orthophosphorsdure quantitatiy 
versagt aber mit dem der Metasaure. 

Wenn die Bildung ven Eisensalzen, die auch in saurem Medium 
wenig dissoziieren, eine allgemeinere Eigenschaft von ,.zweibasischen’ 
und in noch héherem Grade von ,,einbasischen‘* Phosphorsauren ist 
dann miiBte sie auch von einfachen Monoestern (RO) PO (OH), und 
besonders von Diestern (RO),PO (OH) dieser Saéure gezeigt werden 
Folgende Diesterphosphorséuren wurden gepriift : Diathyl-, Diisobuty!- 
Dibenzyl-, Diphenyl- und Di-o-cresyl-Phosphorsdure. Alle diese Ester- 

siuren bilden schwerlésliche Eisensalze 





s 


die auch in mineralsaurem Medium wenig 
7 dissoziiert sind. 
Diese Salze scheiden sich auch in sehr 
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verdiinnten (m/100) neutralen Lésungen 
auf Zugabe von Eisenchlorid in wenigen 
Sekunden aus, in saurer Lésung erst nach 
einiger Zeit. Normale Salzsaure lést sie 
nicht. Gibt man eine Lésung der Ester- 
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siure zu einer Eisenrhodanidlésung, und 


perteMnnee amid sam zwar mindestens 3 Mol Séure auf 1 Mol 


Phosphorsiureester bei verschiedener 


Aciditiit. Eisensalz, so tritt nach einiger Zeit eben- 
| Diphenylphosphorsiure (10 me, -_ £2 . 7 Pa . 
Kisenzugabe 20.10~-6 Mol). Il Mono- falls Ausfallung ~— r Entfirbung — 
phenylphosphorsiure (7,1 mg, Eisen- Das Ejisensalz der Diathylphosphorsiure 


zugabe 40.10-6 Mol). Gesamtvo- 


acai te Salas Sales 6 bas und nur dieses lést sich jedoch mit iiber- 


schiissigem Rhodanid unter Bildung des 
roten Komplexes. Eine Bildung von (auch in saurer Lésung) derartig 
wenig dissoziierten Salzen der Diesterphosphorséiuren wurde bei der 
Priifung von Diphenylphosphorsiure mit einer groBen Anzahl ein-. 
zwei- und dreiwertiger Kationen nur beim dreiwertigen Eisen und 
Uran gefunden, in Ubereinstimmung mit den Bindungsverhiltnissen 
der Phosphorproteide. 

Die Ferrisalze der einfach veresterten Phosphorsdéuren sind in 
saurer Lésung schon starker dissoziiert und leichter léslich. Das Eisen- 
salz der Monophenylphosphorsaure fallt zwar in schwach saurer Lésung 
noch aus, lést sich jedoch wieder, sobald py 1 iiberschritten wird. Das 
Salz der Serinphosphorsdure ist so wasserléslich, daB es bei diesen 
Verdiinnungen noch nicht ausfallt, ist jedoch bis zur genannten Aciditat 
auch wenig dissoziiert. Eine Eisenrhodanidlésung ohne Rhodanid- 
iiberschuB wird von diesen Monoestersiuren entfarbt. 

Die einfach und besonders die zweifach veresterten Phosphor- 
siuren zeigen also beziiglich ihres Vermégens zur Eisenbindung ein 
ahnliches Verhalten wie die untersuchten phosphorhaltigen Eiweil- 
korper. 
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S. Gegeniiberstellung der maximalen Eisenaufnahmen. 


Wenn das verschiedene Verhalten gegen Eisenionen in stark saurer 
Lésung, welche die untersuchten phosphorhaltigen EiweiBstoffe und 
Nucleinsduren einerseits und die phosphorfreien Eiweifstoffe anderer- 
seits zeigen, tatsichlich auf eine Komplexbindung des Metails durch die 
organisch gebundene Phosphorsaure zuriickzufithren ist, dann ist zu 
erwarten, dafs die maximal aufgenommene Eisenmenge in einem be- 
stimmten Verhaltnis zu dem Phosphorgehalt dieser Substanzen steht. 
Die Héchstaufnahme von Eisenionen aus Lésungen mit steigender 
Konzentration muB allerdings bei einer Aciditat bestimmt werden, bei 
welcher phosphorfreie Stoffe diese Ionen noch nicht aufzunehmen ver- 
mégen. Die folgende Tabelle zeigt die maximale Eisenbindung einiger 
Substanzen in ?/,n Salzsiiure im Vergleich zu ihrem Phosphorgehalt. 





Substanz P-Gehalt — — — na : word sional . ~ an te 

0/, zugegeben * berechnet gebunden ber. Fe 

Lecithovitellin ........ 1,90 0,42 0,33 0,27 0,82 
ae ee heer sag (0,95 Vit.-P) 0,84 0,33 0,44 1,35 
WIE Picvcecas new ce 1,64 1,00 0,33 0,31 0,93 
Vitelimeéure .......... 5,19 0.54 0,33 0,28 0,85 
Tryptisch verd. Vitellin 8,34 1,29 0,33 0,30 0,90 
GCE ce ewe wks Gees 0,70 1,31 0.33 0,30 0,90 
Hefenucleinsaure ...... 8,35 0,74 0,33 0,12 0,37 
Dipheny]phosphorsaure 12,40 0,81 0,33 0,26 0,78 


* Der urspriingliche Gehalt an Eisen ist mit einberechnet. 


Man erkennt, da die aufgenommene Eisenmenge fast in allen 
Fallen proportional dem Phosphorgehalt ist, und zwar wird pro Mol 
Phosphor etwas weniger als !/, Mol, d. h. 1 Aquivalent Eisen, gebunden. 
Es ist verstandlich, daB die gefundenen Werte zu klein sind, da ver- 
mutlich bei dieser starken Aciditaét der Eisenkomplex zu einem Teil 
dissoziiert ist. Das Eisensalz der Diphenylphosphorsaure zeigt ahnliche 
Dissoziationsverhaltnisse; daB der Wert des gebundenen Eisens etwas 
kleiner ist als etwa bei Vitellin, diirfte auf seine gréBere Léslichkeit 
zuriickgehen. Beim Lecithovitellin ist auch die im Lecithin vorhandene 
Phosphorsiure an der Metallbindung beteiligt. Die gefundene Auf- 
nahme stimmt unter Bezug auf den gesamten Phosphorgehalt (Zeile | 
der Tabelle): sie wire zu hoch, wenn nur der Vitellinphosphor beriick- 
sichtigt werden wiirde (Zeile 2). 

Nur bei der Hefenucleinsiure bleibt die Eisenaufnahme weit 
hinter dem P: Fe-Verhaltnis der anderen Substanzen zuriick. Man 
kénnte schlieBen, da von der gesamten Phosphorsiure nicht einmal 
die Halfte in der Verkniipfungsweise vorliegt, welche bei den Phosphor- 
proteiden die Eisenbindung verursacht. 
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Zusammenfassung. 

Es wurden die Reaktionen des sogenannten ,,maskierten‘ Eisens 
in Phosphorproteiden und Nucleinsiuren untersucht, sowie die Fahig 
keit dieser Stoffe und phosphorfreier EiweiBk6rper zur Bindung vor 
Ferriionen. 

1. Das ,,maskierte’’ Eisen der Phosphorproteide (Vitellin und 
Casein) reichert sich bei ihrem hydrolytischen Abbau in den phosphor- 
saurehaltigen Spaltstiicken an. 

2. Im Laufe der alkalischen Behandlung von Vitellin werden 
Eisen und Phosphorsiure im gleichen Verhaltnis abgespalten. 

3. In stark saurer Lésung (py < 1) zeigen nur Phosphorproteide 
und Nucleinsiuren eine Eisenbindung. 

4. Die Ferrisalze einiger Mono- und Diester der Phosphorsaure 
haben ein ahnliches Verhalten wie die Eisenverbindungen der Phosphor. 
proteide. 

5. In stark saurer Lésung (px =< 1) binden Phosphorproteide 
(Vitellin, ,,Vitellinsiure“, Casein) und Diester der Phosphorsiure 
maximal eine Ferriionenmenge, die zu ihrem Phosphorgehalt in Be- 
ziehung steht, und zwar an das Verhaltnis 1 Fe-Aquivalent : 1 P an- 
nahernd heranreicht. 

Aus diesen Beobachtungen wird der SchluB gezogen, daB die 
..Maskierung’: des Eisens in EiweiBstoffen und Nucleinsaiuren sehr 
wahrscheinlich auf eine Bildung komplexer, auch in saurer Lésung 
wenig dissoziierter Ferrisalze mit der organisch gebundenen Phosphor- 
siure beruht. 

Angaben zur Ausfiihrung der Versuche. 
1. Analytische Methoden. 


Die Kisen- und Phosphorbestimmungen in den organischen Sub- 
stanzen wurden nach ihrem Zerstéren kolorimetrisch (in einem Duboscq- 
Apparat der Firma Hellige) vorgenommen. Zur Eisenanalyse kam die 
Rhodan- und die Dipyridylmethode, zur Phosphorbestimmung die 
Reduktion des Phosphormolybdats zu Molybdenblau zur Anwendung. 

Das von Willstdtter! eingefiihrte Rhodanverfahren, welches den 
Vorteil der schnellen Anwendbarkeit in Reihenversuchen, aber den 
Nachteil der Verginglichkeit der Rotfarbung hat, wurde im allgemeinen 
mit 2cem einer 2n HCl, 2 cem einer 2n Ammoniumrhodanidlésung 
und 3cem der annahernd neutralen, zu untersuchenden Fliissigkeit 
durchgefiihrt. 1 Eisen pro ccm Analysenfliissigkeit konnte so noch 
bestimmt werden, wenn die Lésung klar und frei von kolloid gelésten 
Stoffen war. Stérende Triibungen wurden am besten durch mehr- 


1 R. Willstdtter, Ber. 58, 1152, 1920. 








ma 
el 


Zu 


Be 
suc 
Ki 
lis 


vel 


Na 
Es 


n/] 


gle 


_ 


get 
noe 
LO 


Qu 
Zu 
un 


mo 
Di 
au 


an 
au 
Pi 
ha 


At 
pr 


he 
fal 


m 
Pr 


n 


le: 





Uber die Bindung des Eisens in EiweiSstoffen. 117 


maliges Filtrieren durch das gleiche eisenfreie Filter beseitigt. Die 
ehlergrenze der Methode wurde im Bereich von 1 bis 10 Mol- 10 
zu + 2% gefunden. 

Die Rotfdrbung des «a, «'-Dipyridyls mit zweiwertigem Eisen zur 
Bestimmung nach Feig/! stellt sich nach der Aciditat der zu unter- 
suchenden Lésung verschieden schnell ein, bleibt aber dann, sofern die 
Fliissigkeit nicht kongosauer ist, konstant. Mineralsaure Analysen- 
ljsungen wurden daher mit Natriumacetat, neutrale mit Essigséure 
versetzt. 

Zur Kolorimetrie wurden 3 ccm der Analysenlésung, | cem 40 °ige 
Natriumsulfitlésung, lcem 10% ige Natriumacetatlésung, bzw. 2 n 
Essigsiure, und 1lcem Dipyridyllésung (1g Dipyridyl in 100 cem 
n/10 HCl) zusammengegeben. 

Empfindlichkeit und Fehlergrenze dieser Methode sind etwa die 
vleichen wie die der Rhodanmethode. 


Die Bestimmung der Phosphorsiure wurde nach dem von FE. und 
E,. Tschopp? vorziiglich ausgearbeiteten kolorimetrischen Verfahren aus- 
gefiihrt. 0,2 bis 0,5 y Phosphor pro cem Analysenfliissigkeit lieBen sich 
noch gut messen. Die Fehlergrenze betrigt bei einer Konzentration von 
10 y/eem héchstens + 1%. 

Zur Hisenbestimmung in Vitellin wurde die Trockensubstanz in einem 
Quarztiegel vollkommen verascht, die Asche mit 0,5 cem konz. HCl unter 
Zusatz einiger Tropfen Perhydrol durch langeres Kochen aufgeschlossen 
und auf 10 cem aufgefiillt. 

Zur Bestimmung des Phosphorgehalts wurde die Substanz nach Neu- 
mann® mit konzentrierter Schwefel- und Salpeterséure feucht verascht. 
Die Lésung wurde verdiinnt, annahernd neutralisiert und im MeBkélbehen 
aufgefiillt. 

2. Darstellung der angewandten Stoffe. 

Lecithovitellin und Vitellin wurden nach dem von Levene und Alsberg* 
angegebenen Verfahren dargestellt. Sie wurden in wasseriger Suspension 
aufbewahrt, unter Zugabe von etwas Toluol zur Konservierung, und durch 
Pipettieren fiir die einzelnen Reihenversuche abgemessen. Das lecithin- 
haltige Produkt wurde bevorzugt verwendet, da es eine gleichmaBigere 
Aufschlimmung lieferte als nach der Behandlung mit heiBem Alkohol und 
Ather. Die am haufigsten verwendeten Lecithovitellin- und _ Vitellin- 
priparate enthielten 1,85°% P und 0,050 % Fe, bzw. 1,65% P und 0,072 °, Fe. 

Die Hefenucleinsdure war ein Praparat der Firma Boehringer, Mann- 
heim, mit 8.35% P. Die tierischen Nucleinsduren wurden nach dem Ver- 
fahren von Feulgen aus Thymus dargestellt® (P-Gehalt von 7,9%). Die 
Versuche mit Casein (0,7% P), Eieralbumin und -globulin wurden sowohl 
mit kauflichen wie mit selbst nach bekannten Verfahren dargestellten 
Praiparaten ausgefiihrt. 


1 F. Feigl, P. Krumholz u. H. Hamburg, Zeitschr. f. anal. Chem. 9), 
199, 1932. — 2 #.u. E. Tschopp, Helv. Chim. Acta 15, 793, 1932. 
’ A, Neumann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 87, 115, 1902; 48, 32, 1904. 
4 A.a.O. — ® Feulgen, Zeitschr. f. physiol. Chem. 90, 261, 1914. 
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Zur Herstellung einer Metaphosphorsdure-Eiweiffallung wurde Eie1 
albumin aus wasseriger Lésung durch Zusatz der Saéure niedergeschlage: 
die Fallung zentrifugiert und einige Male ausgewaschen, bis in der jibe: 
stehenden Fliissigkeit keine Metaphosphorséure mehr festzustellen wa: 
Fir die Reihenversuche verwendet man wie iiblich die wasserige Aut 
schlimmung der EiweiBflocken. Der Phosphorgehalt wurde in zwei Pri 
paraten verschiedener Darstellung gleich gefunden, und zwar zu 2,74 °, 
Nimmt man als Molekulargewicht des Albumins 35000 an, so treffen aut 
1 Mol Albumin rund 30 Mol Phosphor. 

Wie in einer besonderen Versuchsreihe festgestellt wurde, haftet di: 
Metaphosphorséure auch in In Salzséurelésung fest an den Eiweils 
teilchen. Die Eisenaufnahme findet also durch die gefallte EiweiB-Phosphoi 
séureverbindung, nicht durch geléste Metaphosphorsaure statt. 

Zur Phosphorylierung von Eieralbumin wurde unter Kiihlung POC}, 
in die Lésung eingetropft, der entstandene Niederschlag abzentrifugiert 
und bis zum Verschwinden der Chlorionen gewaschen. 


Die Abbauprodukte des Vitellins. 


Peptisch verdautes Vitellin. Nach dem Verfahren von Bunge! wurden 
aus 150g Vitellin durch Verdauen mit Pepsinsalzsiure und nachfolgende: 
Behandlung mit Ammoniakwasser 15 g eines dem ,,Hamatogen* ahnlichen 
Produktes erhalten, welches 0,21% Fe und 4,82°, P enthielt. 

Tryptisch verdautes Vitellin. Durch Weiterverdauung von 10,5 ¢ 
dieses Produktes mit Trypsin? bei py 8 wurden 6 g einer Substanz erhalten, 
welche abermals einen héheren Eisen- und Phosphorgehalt aufwies 
(0,70 % Fe, 8,25% P). . 

Vitellinsdure. Die nach Levene und Alsberg* durch Ammoniakhydrolyse 
dargestellten Abbauprodukte unterscheiden sich durch ihre gréBere oder 
geringere Léslichkeit in Wasser oder verdiinnter Salzsaure. Untersucht 
wurden die schwerer liéslichen Fraktionen. Ein Praparat enthielt 0,33 Fe 
und 5,20° >P, ein anderes nur 0,08°% Fe und 2,00° P. 


Die Darstellung der Phosphorsdureester. 


_ Mono- und Diphenylphosphorséure wurden nach den Angaben von 
J. M. Hoeflake dargestellt 4. 

Dibenzylphosphorsdure lieB sich nach W. Lossen und A. Kéhler® durch 
Verseifung des Tribenzylesters gewinnen, welches durch Umsetzung cine! 
itherischen Lésung von Benzylehlorid mit trockenem Silberphosphat 
synthetisiert worden war. 

Diisobutylphosphorsdure wurde ebenfalls durch Teilhydrolyse des 
Triesters dargestellt. Der neutrale Ester war durch Zugabe der berechneten 
Menge Phosphoroxychlorid in Ather zu Natriumisobutylat gebildet und 
durch Destillation i.V. (142° bei 12mm) gereinigt worden. Durch zweitagiges 
Kochen mit tiberschiissiger Barytlauge, Abtrennung des éligen unverseiften 
Anteils und Fallung der iiberschiissigen Bariumionen mit Kohlenséure 
lieB sich das Bariumsalz des Diesters kristallisiert erhalten. 


1 A.a.O. — 2 Nach S. u. Th. Posternak, a. a. O., bzw. R. H. A. 
Plimmer u. W. M. Bayliss, a.a.O. — *% A.a.O. — ! Rec. Trav. chim. 
Pays-Bas 36, 26, 1916. — 5 A. 262, 211, 1891. 
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In gleicher Weise wurde aus dem neutralen Ester ein Salz der Dvi-o- 
kresyl-Phosphorsdure gewonnen. 

Auch die reine Didthylphosphorsdure \aBt sich besser als nach der 
Methode von K. Langheld', die nur nach langwieriger Kristallisation zum 
reinen Bariumsalz fiihrt, durch Verseifung des neutralen Esters erhalten. 
Der Triester wird aus Phosphoroxychlorid und absolutem Athanol mit 45°, 
Ausbeute dargestellt und durch Fraktionierung gereinigt (90° bei 10 mm). 
Die Hydrolyse mit iiberschiissigem Bariumhydroxyd dauert auf dem 
Dampfbad mehrere Stunden. Das Bariumsalz der Diestersaéure ist sowohl 
in Wasser wie in Athanol spielend leicht léslich und wird am besten durch 
Fallen einer konzentrierten wasserigen Lésung mit einem Alkohol-Ather- 
gemisch erhalten, und zwar in schneeweifen feinen, verfilzten Nadeln. 

Das Bariumsalz der Serinphosphorsdure wurde nach den Angaben von 
FE. Lipmann und P. A. Levene* aus den Hydrolysenprodukten der 
Vitellinséiure isoliert. 


3. Abspaltung von Eisen und Phosphorsdure aus Vitellin durch saure und 
alkalische H ydrolyse. 


a) Phosphorsaureabspaltung. 

Je 35,8 mg Vitellin wurden in einem Falle mit 10 cem 0,5 n HCl, 
im anderen Falle mit 10 ccm 0,2n KOH 15 Minuten im siedenden 
Wasserbad belassen; dann wurde mit Trichloressigsiure das noch 
Fillbare ausgeflockt, filtriert und in der klaren Lésung nach Neutrali- 
sation die Phosphorsiure bestimmt. Im ersten Falle war keine ab- 
gespalten worden, wahrend im zweiten 450 y von insgesamt 590 y 
vorhandenem Phosphor gefunden wurden. 


b) Eisenabspaltung. 


185 mg Lecithovitellin wurden mit 20 ccm 2n HCl 1 Stunde lang 


im siedenden Wasserbad erhitzt. Im Hydrolysat war das Eisen vdllig 
abgespalten (90 y statt 92 berechnet). 


ec) Vergleich der Eisen- und Phosphorsaéureabspaltung bei 
der alkalischen Hydrolyse (Abb. 3). 

40 ccm einer Aufschlimmung von Lecithovitellin wurden mit 
40 com Wasser und 20 cem n KOH versetzt und in Portionen von 
10 cem in einen Thermostaten von 37° gehingt. Zur Unterbrechung 
der Hydrolyse wurde mit Salzséure neutralisiert, dann mit Trichlor- 
essigsiure ausgeflockt und klar zentrifugiert. In gemessenen Anteilen 
der Lésung wurde das Eisen und, nach entsprechender Verdiinnung, 
die Phosphorsiure bestimmt. Jede der Proben enthielt 106 mg Lecitho- 
vitellin, mit insgesamt 53 y Eisen und 2000 Phosphor, von denen 
etwa 1000 y als Vitellinphosphor gebunden sind. 


! Ber. 44, 2081, 1911. — ? A.a.O. 
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Gleichartige Ergebnisse wurden erhalten bei einem Versuch mi 
reinem Vitellin. Lecithin spaltet also unter diesen Bedingungen kein: 
Phosphorsaure ab. 


4. Das Erléschen der Eisenaufnakhmefdhigkeit des Vitellins bei der 
H ydrolyse. 

a) Saure Hydrolyse. 

Je 5ccm einer Aufschlimmung von Lecithovitellin (92,5 mg 
wurden mit 5cem HCl versetzt und 5 bzw. 10 oder 30 Minuten im 
siedenden Wasserbad hydrolysiert. KEisenzugabe 11,3 .- 10-6 Mol: die 
EKisenaufnahme sinkt auf 8,8, 6,1 und 1,6 - 10~® Mol. 


b) Alkalische Hydrolyse. 

Je 50 mg Lecithovitellin wurden in 5cem n/5 KOH gelést und in 
einen Thermostaten von 37° gehingt. Durch Zugabe von 1 cem 2 n HC! 
wurde die Hydrolyse der zu verschiedenen Zeiten herausgenommenen 
Proben unterbrochen. Das Ergebnis ist in Abb. 4 dargestellt. 

Die Hydrolyse von Vitellinsdure wurde z. B. mit 350 mg eines 
Praparates in 100 com n/5 KOH bei 37° in gleicher Weise durchgefiihrt. 
Die Einwirkung der Lauge erfolgt etwa zehnmal langsamer. Ebenfalls 
sehr langsam erfolgt die alkalische Hydrolyse von tryptisch verdautem 
Vitellin. Die Messungen bereiten Schwierigkeiten, da die Ausflockung 
der Eisenverbindungen erst im Laufe vieler Stunden vollstandig wird: 
doch geht aus ihnen ebenfalls die Parallelitét von Phosphorsiure- 
abspaltung und Verlust der Aufnahmefihigkeit fiir Eisen hervor. 

Die Bestimmung der Fahigkeit zur Aufnahme von Ferriionen 
geschah nach der im folgenden Abschnitt wiedergegebenen Methode 

Elektrodialyse von Lecithovitellin. 0,50 g “ Lecithovitellin. wurden in 
witsseriger Aufschwemmung 4 Stunden der Elekticdialyse unteiworfen 
(Dialysator nach Wo. Pauli mit 20 cem Inhalt, 220 Volt). In den Elektreden 
kammern war kein Eisen nachzuweisen, auch nicht als die Elektrcdialy~ 
in n/50 Salzsaure durchgefiihrt wurde. 


5. Die Eisenaujnahme von Eiweifstoffen und von Nucleinsduren. 


Bei diesen Versuchen ist unter ,,Eisen* stets die Ferrifo1m zu verstehen. 
Eine Bindung von zweiwertigem Eisen findet in dem untersuchten Aciditats 
bereich (pu 0 bis 4) nicht statt. 

Der betrachtliche Eisengehalt der Vitellinpraparate ist in den einzelne: 
Reihen beriicksichtigt und in den angegebenen Zahlen enthalten. Bei den 
andern Substanzen dagegen konnte diese Gré8e vernachlassigt werden. 

Samtliche Eisenwerte sind, sofern nicht anders bezeichnet, in 
Mol . 10-° angegeben. 

Die Methodik der Eisenaufnahmebestimmung. Die erste Bedingung. 
welche bei der hier angewandten Methode erfiillt sein mu, ist die Schwe1 








mit 


ng 
im 


die 





Uber die Bindung des Eisens in EiweiBstoffen. 121 


loslichkeit der betreffenden EiweiBkérper in Wasser bzw. saurer Lésung, 
da die Substanz samt dem gebundenen Eisen durch Filtrieren oder Zentrifu- 
gieren abgetrennt werden soll. Sofern ihre Entfernung nicht vollkommen 
gelingt, treten Fehler bei der kolorimetrischen Eisenbestimmung auf, da 
das restliche EiweiB oft erst nach Hinzufiigen der Rhodanidlésung véllig 
ausflockt und das Eisen bei der nunmehr geringeren Aciditat zu binden 
vermag. Viele Eiwei®Bstoffe, besonders Vitellin, werden dieser Forderung 
bei der zur Untersuchung notwendigen Aciditaét von vornherein gerecht. 
In anderen Fallen, wie bei Ovalbumin und Ovoglobulin, wird die Ausfallung 
dureh Hitzekoagulation erreicht, unter Umstinden nach Zugabe von wenig 
Natriumchlorid. 

Die zweite Bedingung ist die véllig gleichmaBige Verteilung der Sub- 
stanz bei den einzelnen Proben der Reihenversuche. Soweit als méglich 
wurde der EiweiBkérper in geléster Form in Reagensglaser pipettiert und 
in diesen erst ausgeflockt. 

Die Reihenversuche wurden, falls nicht anders angegeben, in folgender 
Art und Weise durchgefiihrt: Zu 3¢em der Eiweifsuspension fiigte man 
2ecm HCl und | cem Eisenchloridlésung hinzu. Die Eisenlésungen kamen 
in Konzentrationen von 0,000] bis 1 mol. zur Anwendung, die Salzsaéure 
von 0,0005 bis 4n. 

Die Proben wurden gut durchgeschiittelt und nach einigen Minuten 
filtriert cder zentrifugiert. Die Vergleichslésungen versetzte man statt mit 
der Eiweifsuspension mit destilliertem Wasser. 

In aliquoten Teilen der Fliissigkeit wurde nach der Rhodanidmethode 
der restliche Eisengehalt ermittelt. Bei den Reihen mit wechselnder Aciditat 
mubBte man durch geeignete Salzsiurezugabe vor der Messung fiir eine 
Angleichung der Séurestirke an die der Vergleichsproben Sorge tragen. 

Bei den Versuchsreihen mit wechselnder Aciditat wurde diese elektro- 
metrisch bestimmt (Chinhydronelektrode gegen eine Kalomelelektrode). 


6. Die Abhdngigkeit der Eisenaufnahme von der Wasserstoffionenkonzentration. 
a) Dissoziation des Vitellineisenkomplexes beiverschiedenem px. 

Zu je Scem einer Lecithovitellinaufschlemmung (mit 131,2 mg) 
wurden 4ccm HCl steigender Normalitat (0,01 bis 4n) hinzugefiigt 
und nach kurzem und kraft‘'gem Schiitteln und Filtrieren im Filtrat 
kolorimetrisch die Eisengehalte ermittelt. Bis zu einer HCl-Gesamt- 
konzentration von '/, n geht nicht die geringste Menge Eisen in Lésung 
(pu nach Bestimmung mit der Chinhydronelektrode = 0,5). Von dieser 
Konzentration ab wachst mit steigender Aciditat die Menge des gelésten 
Eisens. In einer 4/,n HCl-Lésung betrug sie z. B. 7 y von 65 vor- 
handenen Eisens. 


b) Verhaltenanderer EiweiSstoffe instark sauren Eisenlésungen. 

Nichtphosphorhaltige Eiweifstoffe nehmen in ?/',n_ salzsaurer 

Lésung kein Eisen auf. Es wurden daraufhin untersucht: durch Er- 

hitzen koaguliertes Ovalbumin und Ovoglobulin, mit Trichloressigsaure 

gefalltes Albumin, durch Alkohol gefalltes SerumeiweiB, sowie Thymus- 

histon. Im Gegensatz zu phosphoryliertem Albumin zeigte sulfuriertes 
g* 
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Albumin (erhalten durch Eintropfen von Chlorsulfonsaure in einer stark 
gekiihlten Bicarbonatlésung) kein Vermégen zur _ Eisenaufnahme. 
Manche Phosphor enthaltende Eiweifstoffe, wie ein nach Hammarsten 
aus Pankreas dargestelltes »-Nucleoproteid und eine aus Casein durch 
peptische Verdauung gewonnene Substanz, bilden in neutraler Lésung 
feste Eisensalze, welche sich aber schon auf Zusatz von wenig verdiinnter 
Salzsiure wieder lésen 


c) Die Eisenaufnahme von Lecithovitellin bei verschiedener 
Kisen- und HCi-Konzentration. 
3ccm einer Lecithovitellinsuspension (70 mg) wurden mit 2 ccm 
HCl, deren Starke bei den fiinf verschiedenen Rethenversuchen ver- 
aindert wurde, und mit 1 ccm Eisenlésung wechselnder Konzentration 
versetzt und die Eisenaufnahme wie iiblich gemessen (Abb. 7). 


d) Eisenaufnahme phosphortreier und phosphorhaltiger Stoffe 
bei gleichbleibender Eisenkonzentration und wechselndem px. 

Auch diese Versuchsansitze wurden mit 3cem der Lésung oder 
Suspension der verschiedenen phosphorfreien oder phosphorhaltigen 
Stoffe, 2cem Salzsiiure wechselnder Konzentration und 1 ccm Eisen- 
salzlésung gemischt. Die weiteren Versuchsbedingungen sind in den 
Unterschriften der Kurvenzeichnungen angegeben (Abb. 5, 6, 8 u. 9). 
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Die kataphoretische Untersuchung der Wein- und Brauereihefen. 
Uber die kataphoretischen Eigenschaften der Hele. 
Von 
K. Hennig und H. Ay. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Weinchemie der Versuechs- und 
Forsechungsanstalt fiir Wein-, Obst- und Gartenbau in Geisenheim a. Rh.) 


(Eingegangen am 14. September 1938.) 


Mit 1 Abbildung im Text. 


Bei der Bearbeitung des Adsorptionsvermégens der Weinhefen 
fiel es uns auf, da®f itiber ihren Ladungssinn nichts bekannt ist. Durch 
die Arbeiten von Riidiger (1) und von Riidiger und Mayr (2) wissen 
wir, daB die Wirkung der Schénungsmittel, soweit sie in kolloidaler 
Form dem Wein zugesetzt werden, von der elektrischen Ladung des 
Mittels, wie z. B. Gelatine, Hausenblase, Hiihnereiwei, Casein und 
Agar-Agar, und von der elektrischen Ladung der Kolloide des Mostes 
und Weines abhangt. Es lag nun nahe, die Weinhefen, die zu den Arten 
Saccharomyces ellipsoideus und Saccharomyces pastorianus zihlen, 
auf ihren elektrischen Ladungssinn zu untersuchen. Bei der Durch- 
arbeitung der einschlagigen Literatur zeigte sich, da8 in dieser Richtung 
iiber Weinhefe nichts bekannt war, wahrend iiber die Bierhefe, Saccharo- 
myces cerevisiae, sehr viel gearbeitet worden ist. Hier wurden besonders 
die Bruchhefen untersucht, die nach beendeter Hauptgirung der Bier- 
wiirze sich zusammenballen und unter Klarung des Substrates sich rasch 
und fest zu Boden setzen. Die Staubhefen agglutinieren nicht und wurden 
scheinbar deshalb nicht untersucht. 

Die Angaben iiber die elektrische Ladung von Saccharomyces cerevisiae 
sind sehr widersprechend. Jiers und Geys (3) stellten fest, da®S ruhende, 
gewisserte Hefe in Wasser und wahrend der ersten beiden Gartage in Wiirze 
positiv geladen ist. Wahrend der weiteren Gé1ung laidt sie sich um, wird 
negativ und erhalt gegen Ende der Girung wieder eine positive Ladung. 
Diese zweite Umladung erfolgt wihrend der Carung bei einem px von 
etwa 4,7. H. Pfeiffer (4) bestatigt, daB im elektrischen Feld in ungepufferter 
Bierwiirze Saccharomyces cerevisiae in allen Medien zwischen py 6,6 und 5,0 
sich zur Anode, in Medien zwischen px 4,4 und 2,8 sich zur Kathode bewegen. 
In Lésungen mit einem py von 4,8 bis 4,6 oder vielleicht 4,65 ergab sich 
mit wechselnder Deutlichkeit ein Stillstand, stets aber eine auffallende 
Verzé6gerung der Zellverschiebung. Nach Stockhausen und Rathke (5) soll 
der isoelektrische Punkt (I. P.) der Hefe in Wasser bei py 3,8 liegen. Die 
Hefen sind nach seinen Angaben unterhalb py 3,8 negativ, dariiber aber 
positiv geladen. Fiir nicht girende Hefe gibt A. Malkow, A. Petina und 
N. Zwetkowa (6) als optimales Agglutinationsgebiet pH 2,85 bis 3,15 an. 
Neuerdings gibt K. Silbereisen (7) in einer ausfithrlichen Arbeit fiir unter- 
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und obergairige Brauereihefe den Umladepunkt zwischen px 2,02 und 1,88 
an. Er findet, daB Brauereihefen in Bierwiirze negative Ladung besitzen. 
Er bestatigt damit die Angaben von Kuwashi Tomita (8) und FE. A. Moldaws 
kaja (9), die besonders bei Hefen die kataphoretische Wanderung zur Anod 
gefunden haben. Zieht man, um mehr Klarheit in diese widersprechenden 
Angaben zu bringen, noch Arbeiten iiber Bakterien heran, so findet man, 
da SproB- und Spaltpilze ausgesprochen negative Ladung tragen. Schon 
EB, Putter (10) betont die negative Ladung und den fast vélligen Mange! 
an Umladbarkeit der Bakterien. Zu gleichen Ergebnissen kommen W. Kross 
und M. Zuelzer (11) bei lebenden Spirochiten und Bact. coli. FE. Putter 
macht darauf aufmerksam, da durch starke Saéurekonzentrationen Bak 
terien entladen werden. Dreiwertige Kationen laden die Bakterien um. 
Ist aber Pepton zugegen, dann findet auch die Umladung durch Sauren 
statt. Kross und Zuelzer (11) betonen, daB Anderungen des Suspensions 
mittels die Ladung beeinflussen. Besonders fiir Hefezellen hat schon Mol 
dawskaja (9) die Frage bearbeitet. Er findet, da n-Salzsiure und n-Essig- 
siure keinen EinfluB auf die elektrische Ladung der Hefezellen haben. 
Dagegen bewirkte Aluminiumcehlorid in Konzentrationen von 0,02 und 
0,03 °% eine Umladung, so daB die Zellen zur Kathode wandern. Dies wird 
von Silbereisen bestatigt. Moldawskaja findet weiter, daB bei Gegenwart 
von himolysiertem Blut die Umladung erleichtert und dann durch H-Ionen 
bewirkt wird. Mit Gelatine als leicht umladungsfihigem Stoff vorbehandelte 
und dann in 10°%iger Glucoselésung suspendierte Hefezellen konnten in 
gleicher Weise umgeladen werden. Im Vergleich zu dem I. P. der Gelatine 
bei einem pu-Wert von 4,73 zeigten die mit CGelatine behandelten Hefe- 
zellen einen I. P. unterhalb von py = 3. K. Silbereisen (7) gelangt in seiner 
Arbeit iiber Behandlung der Hefen mit Gelatine und mit Albumin zu einem 
gleichen Ergebnis. Weiter findet er, da® im py-Bereich von 3,38 bis 2,95 
in nichtgirender Wiirze eine Umladung durch H-Ionen erfolgt, wihrend 
in ungehopfter und gehopfter, aber gérender Wiirze keine Entladung bzw. 
Umladung stattfindet. 


Aus diesen Arbeiten ergibt sich mit einiger Klarheit: 
1. Bierhefen, sowohl ober- wie untergirige, sind negativ geladen. 
, 2. Anderungen des Aufschwemmungsmittels beeinflussen die Ladung 
der Hefen. 
3. Die fiir die Ladungsinderung nétige Wasserstoffionenkonzen- 
tration scheint vom Medium abhangig zu sein. 


Wir wandten fiir unsere Arbeiten folgende Methoden an: 


Der Ladungssinn der Kolloide des Mediums wurde durch Ultramikro- 
kataphorese festgestellt und die Ladung der Hefe in der Mikrokataphorese- 
kammer nach Michaelis (12) bestimmt. Wir kénnen voraussetzen, daB die 
Arbeitsweise und die Fehlerquellen dieser Methode bekannt sind, da sie 
an anderen Stellen wiederholt genau beschrieben wurden, so bei A. Silber- 
eisen (7) und bei H. Pfeiffer (4). Als Stromquelle bedienten wir uns einer 
Batterie von 16 Volt Klemmenspannung bzw. einer solchen, die an den 
Agar-Agarspitzen der unpolarisierbaren Elektroden 15 Volt Spannung 
ergab. Wir anderten, damit die Elektroden handlicher waren, diese in der 
Art ab, wie aus der Abbildung leicht zu ersehen ist. 
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Die Ermittlung des py-Wertes erfolgte jeweils mit einer Glaselek- 
trode gegen Kalomelvergleichselektrode. Die Glaselektrode arbeitet auch 
in Gegenwart von EiweiBverbindungen und Kohlenséure einwandfrei. Wir 
bedienten uns dabei eines Ultraionographen der Firma Lautenschléger, 
Miinchen. Wir wahlten, soweit es bei den einzelnen Versuchen nicht anders 
angemerkt ist, die Puffergemische von Mc. Ilvaine (13), die aus sekundirem 
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Abb. 1. 


Natriumphosphat und Citronensiure hergestellt werden, und stellten uns 
Mischungen her, deren py-Werte um je 0,2 steigend das ganze Gebiet von 
pu 2,6 bis 7,2 umfaBten. Es sollte der I. P. der Weinhefen ermittelt werden, 
also diejenige Wasserstoffionenkonzentration, bei der die negative Ladung 
der Hefe in eine positive iibergeht. Wir impften zu diesem Zwecke je 300 cem 
sterilen Traubensaft, wie auch 300 cem sterilen Apfelsaft mit verschiedenen 
Heferassen der Hefereinzuchtstation in Geisenheim an. Nach beendeter 
Gaéirung wurden jeweils die pu-Werte des Jungweines bestimmt. Dann 
wurden in einer Versuchsserie nach dem Aufschiitteln der abgesetzten Hefe 
je 5cem Wein abpipettiert und zentrifugiert. Die Hefe wurde zweimal 
mit destilliertem Wasser und einmal mit der Pufferlésung gewaschen, in 


Tabelie I. 





Ladung hei Pu Pu 
Heferasse —$—$—$—— a meni (ae nach der 
2,6 3,0 4,0 5,0 6,0 7,2 Girung 

Steinberg 1892 .......... — - 3,29 

et EE x65 556-6 8 -- - 3,26 

Geisenheim 1933 ........ - . 3,26 

ABmannshausen......... — _ 3,26 

Oppenheimer Kreuz ..... - — 3,29 
EID acon) &.careccee soe — - : — 3,2 

Scharzhofberg........... — . 3,26 

ae eae - 3,24 
Waldenburg (Kaltgarhefe) ;, 3.51 

Schaumnwein ‘ ~ 3,22 

Champagne Vertus ...... : : — 3,27 

fa Hautvilliers. . 3,26 

a 7 ie . 3,27 

‘a er Oe. i ; ak 

Romanée (Burgunder) ... - a _ 3,25 

Bordeaux Chateau-Lafitte . . ; : . 3,29 

Rioja Tempranillo ....... -- 3,28 
Douro Moskatel ......... : ~ -- _ 3,2 

Douro Laureiro.......... — - - 3,26 
ses baie exces ae ole — — — 3,04 


oo \Onyeativ):. oc... 5% —_ — 
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der gleichen Pufferlésung aufgeschwemmt und dann in der offenen Mikro 
kammer dem EinfluB des elektrischen Stromes unterworfen. Eine 105fach¢ 
Vergr6Berung bewahrte sich dabei am besten. 

Die Ergebnisse dieser Versuchsreihe sind auszugsweise in der Ta 
belle I (S. 125) zusammengestellt. Samtliche Heferassen wurden in den 
gleichen Most vom py 3,35 tibergeimpft. 


Die Versuche mit Apfelsaft ergaben im Aufladungssinn und im 


pu-Wert genau das gleiche Bild. Der py-Wert dieses Saftes war vor der 


Garung 3,45 und betrug nach der Garung 3.42 bis 3,03. 


Aus diesen Versuchsreihen ergab sich: 

Ein Traubensaft von py 3,35 lieferte nach dem Vergiren Weine 
mit py 3,2 bis 3,3, und ein Apfelsaft von py 3,45, Apfelweine 
von px 3,2 bis 3.4. Eine Ausnahme machte die Heferasse ,,Jerez*, 
die in beiden Fallen ein py von ~ 3,04 erzeugte. Die Hefen zeigten im 
Puffergemisch bei py 2,6 bis 7,2 in beiden Reihen kataphoretische 


Wanderung zur Anode, sind demnach unter diesen Bedingungen immer 


negativ geladen. A 
Da bei diesen Versuchen die Hefe sich teilweise noch im sprossenden 
Stadium befand, wurden die in der Tabelle IL zusammengestellten 
Versuche ausgefiihrt. Verwendung fand die Heferasse Steinberg 1892. 
Sie war seit 5 Monaten in Wein abgesetzt und befand sich in ruhendem 
Stadium. s 
Tabelle 





. 3 yi z bei 
Wein Ladung bei py 


3,2 4,0 5,0 6,0 


Art der Behandlung 


MeAnUnG MOOR WON «6s cis ckeiens ele’ — 
5 mal wahrend 3 Tagen mit Wasser ge- 
WROD occ shes aks cas Cee eh er are - 
Die gewaschene Hefe nach 2 stiindiger Be- 
handlung mit der Pufferlésung ....... - — 
Hefe im Wein 1 Stunde auf 75° erhitzt 
Die gewaschene Hefe 1 Stunde in der Lésung 
BOE TO" PENNER ove se oer ena nee — _ 


Auch bei diesem Versuch konnten wir keine Umladung der Hefe 
erreichen. 

Der nachste Versuch sollte uns Aufklarung dariiber geben, ob die 
wasserigen Pufferlésungen eine Umladung verhindern. Wir mischten 
daher den hefehaltigen Wein zu gleichen Teilen mit der geeigneten 
Lésurg und fiihrten die Beobachtung in dem Wein-Puffergemisch 
durch. Wie aus der Tabelle LI zu erschen ist, erfolgt auch unter diesen 
Bedingungen keinerlei Umladung der Hefen. 
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Tabelle III. 





Ladung in Wein-Pufferlésung von py 
Heferasse 
3,8 4,3 4,9 6,7 


See. DOME: bs rae 65 bs schies vee in 
FR oo oh HE POLE Wane cen k ee 

Champagne Vertus ............ 

Romanée (Burgunder) ............ 

EOC TROMMAUED: 0.5 oa:ece o:0:0 00 ob cieiee 

BRE I EN One PS ee ae - 


Wir variierten nun die Versuchsbedingungen in der Art, dai wir 
Most mit Natronlauge auf verschiedene Wasserstoffionenkonzentrationen 
brachten, mit Hefe animpften, durchgiren lieBen und nun erst den 


Ladungssinn bestimmten. 
Tabelle IV. 





Heferasse Pu jude ae ae ae 
des Mostes Girung Girung 4,8 5,2 6,8 
Geisenheim 1933 .. 3,21 3,16 
a 1933... 3,78 3,68 
is 1933 .. 5,40 * 4,31 - 
ae 1933 .. 6,25 4,45 “ = 
Winningen....... 3,21 3,15 — 
bey sieht eiely 3,78 3,68 
ieee edit erat: 5,40 * 4.34 
gv 2h win ates 6,25 4,57 
Ce ae Sane 3,21 3,02 
Seah Sa pre eee 3,78 3,54 
See) wie aaur nubs cuety cas 5,40* 4,20 
TAS apa as pate a ge 6,25 4,48 


* Drei Tage nach vollendeter Giirung starke Deckenbildung. 


Dieser Versuch andert an der bisher festgestellten Ladung der Wein- 
hefen nichts. Die auffallig starke Deckenbildung der Hefen bei einem 
pu-Wert von 5,4 entspricht dem ,,oxydativen Stadium‘ der Hefen, 
das nach H. Schanderl (14) im natiirlichen Lebensablauf der Hefen 
sehr wichtig ist. In dem Zellplasma entsteht in dieser Phase als End- 
produkt chemischer Umsetzungen Fett, das der Hefe lange Hunger- 
perioden iiberstehen hilft. Wir behalten uns vor, in einer spateren 
Arbeit iiber die Bedingungen, die zur Ausbildung des ,,oxydativen 
Stadiums‘‘ der Hefen fiihren, zu berichten. 

Der Most vom py 6,25 kam erst 8 Tage nach dem Animpfen 
ins Giren. Dies ist leicht erklarlich, da Weinhefen eine derart ni-dere 
Wasserstoffionenkonzentration nicht gewéhnt sind und sich erst einen 
giinstigeren py-Wert fiir ihr Wachstum schaffen miissen. 

Da die Wasserstoffionenkonzentration auf den Ladungssinn der 
Hefen offenbar keinen EinfluB ausiibt, lag es nahe, das Medium, in dem 

















128 K. Hennig u. H. Ay: 


die Hefen herangeziichtet werden, zu andern. Wir stellten uns darum 
aus hellem Darrmalz eine Laboratoriumswiirze her, deren py-Wert 
wir auf 3,71 stellten und so dem Traubenmost anglichen. Je 200 cem 
dieser Wiirze wurden mit verschiedenen Weinhefen angesetzt. Dabei 
beobachteten wir, dab erst am 2. Tage eine Garung einsetzte. Am 
8. Tage nach dem Animpfen war die Girung beendet. Die Hefe hatte 
sich gut abgesetzt. 

Die Hefe wurde in der vergorenen Wiirze aufgeschwemmt, ein Teil 
davon scharf zentrifugiert und, ohne zu waschen, mit Pufferlésungen 
von wechselndem pu-Wert aufgenommen. Die Beobachtungen des 
Ladungssinnes nach jeweils 2 Stunden sind in Tabelle V zusammen- 
gestellt. 


Tabelle V. Bierwiirze, px 3,71, mit Weinhefen vergoren. 





Ladung bei py 


H a - 
Heferasse eee rh Mediam N6HCL 96 9g)3o 3.9) Wasser, n/6NaOH 
Girung ~ 1 26 12,0) 5,0) 3,2) 51 [58 Aw 418 
Geisenheim 1933 3,16 +bis(—) +.bis(+) + + (-) — 
Scharzhofberg . 3,12 +.,,(—-) +,(+) + +(-) - ° zs 
Champagne 
Hautvilliers . || 3,18 (+, (—/+,(+4), 4/4 /1(-) 
Douro Laureiro; 3,12 + ,, (—)j/+.,. (+) +) +/(-) 
Pe eee 3,03 | + 4 (—)i bt we (+)) ei ti) nme ae 


Weinhefen, die, wie die fritheren Versuche gezeigt haben, immer 
negativ geladen sind, wenn sie in Most geziichtet wurden, zeigen demnach 
in Wiirze plétzlich ein ganz anderes elektrisches Verhalten. Hier werden 
sie am Ende der Garung entladen und nur vereinzelte Zellen (—) 
wandern noch zur Anode. Wahrend bei py 3,0 eine schwache, aber 
eindeutige negative Ladung (—) festzustellen ist, besteht schon bei 
pu 2,8 keine Neigung mehr zur Wanderung. Die Hefen sind also 
entladen. Erst bei der hohen Wasserstoffionenkonzentration von 
pu ~ | treten vereinzelte positive Zellen (--) auf. Wir erhalten also 
bei der Vergirung von Bierwiirze vom py 3,71 mit Weinhefen bei 
etwa py 2,9 eine Entladung der urspriinglich negativ geladenen Hefen. 

Zur Kontrolle stellten wir den gleichen Versuch mit Brauereihefen, 
die uns in dankenswerter Weise vom Garungsphysiologischen Institut 
Weihenstephan der Technischen Hochschule Miinchen zur Verfiigung 
gestellt wurden, in Bierwiirze an. Es waren folgende Rassen: 

Untergarige (Bruchhefen): Stamm W, Weihenstephan K_ 1 
Stamm R, Weihenstephan K 2 


Stamm F, Kulmbach..... K 8 
Stamm D, Dortmund..... K 10 
Obergarige (Staubhefen): Léwenbréiu Miinchen .....K 18 
WeiBbrau Ingolstadt ..... K 22 
WeiBbriiu Freising ..... .. & 23 


Versuchsbrauerei Weihen- 
SURE Os o's se'sis's o's vbss oh Oe 











im 








Kataphoretische Untersuchung der Wein- und Brauereihefen. 129 


Die Ladungsverhiltnisse der Brauereihefen in Bierwiirze zeigt 
Tabelle VI. 


Tabelle VI. Bierwiirze, px 3,71, mit Brauereihefen vergoren. 





Ladung bei py 


‘ PH Ladung —— 
otamm || nach der im Bier (nj6HCl gg) og 30 39 Wasser ~. n/6 NaOH 
Girung PS TE dl n ts want ae bi ~ 13 


ee 3,17 + bis (+) 4 + | + [+ (—) 

K 2 3,18 +, (+) + i | be fee) 
Oo) Sis wt) t+ ti + lieth 
K 10 3.16 + , (+)) + f ay ig 

K 18 3,338 + .4(+)) + | +;)4+i4 

K 22 3,29 (+ (+) + obs | sabe, Pak. 

“e Bie. wees Co) ee ee eee 

K34 3,20 (+ (+) + | +t1+ 4 


Die Stimme K 18 bis K 34 hatten ziemlich grobe SproBverbande 
gebildet, welche die Priifung des Ladungssinnes recht erschwerten, 
einmal infolge ihres raschen Sedimentierens und zum anderen infolge 
ihrer Trigheit. Dennoch ist es gelungen, durch Beobachtung von Einzel- 
zellen obige Ergebnisse zu erlangen. Die Brauereihefen zeigen bei 
pu 3,0 einen ziemlich scharfen Umladungspunkt. Im Bier sind sie 
entladen, nur ganz wenige Zellen wandern zur Kathode (+). Die bei 
den Weinhefen festgestellten Abweichungen in vergorener Wiirze 
finden spaiter ihre Erklarung. Es ist an dieser Stelle zu erwahnen, 
da die Brauereihefestimme von Wiirze-Gelatinekulturen abgeimpft 
wurden. 

Zur Ergainzung der in Tabelle V und VI zusammengestellten Ver- 
suche wurden Brauereihefen in Most angeimpft, und dieser vergoren. 
Die obergirige Brauereihefe vermochte den Traubenmost von py 3,28 
nicht zu vergiren; die untergirigen Hefen machten dagegen keine 
Schwierigkeiten. Das Ladungsbild ergibt sich aus Tabelle VII. 


Tabelle VII. Traubenmost, px 3,28, mit Brauereihefen vergoren. 





Ladung bei py 


ws PH Ladung aR Sea 

Stamm nachder jim Medium n/6HCl 5 6|2 30 32 | Wasser; 5. | n/6 NaOH 
Girung m1 | 29) 48) os mn 5,1 bs. ~ 13 

K 2 3,21 — bis (+) + —_|— 

K 8 3,18 » (+) + = Piss or “ 

K 10 3,20 = gg ee = "ys 


Wir erhalten das Bild der Tabelle I, d.h. Brauereihefen in ver- 
gorenem Most verhalten sich in ihrer Ladung wie Weinhefen in Wein. 
Die Wasserstoffionenkonzentration iibt keinen umladenden EinfluB 
aus; héchstens tritt eine Entladung ein. Die Ladung der Hefen gegen 
das Medium ist negativ, vereinzelte Zelien zeigten keine Wanderung (—-). 
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Nachdem wir aus diesen Versuchen sahen, dafi das Medium auf 
den Ladungssinn der Hefen von ausschlaggebender Bedeutung ist, 
trennten wir nun durch Abzentrifugieren die Weinhefe vom Wein und 
die Brauereihefe vom Bier. Das Material wurde zweimal griindlich 
mit Wasser gewaschen, die so gereinigten Hefen in einem neuen Medium 
angeschwemmt und nach 2 Tagen deren Ladungssinn gegen das Medium 
gepriift. So ergaben sich die in Tabelle VIII gemachten Beobachtungen. 


Tabelle VIII. Hefen in verschiedenen Medien. 





PH Ladung Ladung bei py 
Medium des gegen a — 
Mediums Medium 2,6 3,2 4,2 4,8 


Weinhefe aus Wein, Steinberg 1893. 


We ee D1 

oo. 4, Sa fy J 4. nee 

nl6 NaOH....... |} ~ 18 | 

0,1 % Gelatine ... 5,5 +- af. | - 

0,1% EiweiB..... 6.2 + +-(—) 

0,1 % Hausenblase 5,8 : 4 .s 

0,1 %, Agar-Agar . 5,7 : — - (Gelbildung) 
Brauereihefe aus Bier, Stamm K 10. 

WRN 65s is 6 5S 5,1 + 

NG MON 6 xin: ie whe w I +u. + ob 

no NAOH ....-.. ~ 13 

0,1 % Gelatine ... 5,5 yo + 

0,1 % EiweiB..... 6,2 4 + 

0,1 &% Hausenblase 5.8 4 as 

0,1 % Agar-Agar . 5,7 — (Gelbildung) 


Kin Garversuch zeigte, daB die in n/6 HCl angeschwemmte Wein- 
hefe noch lebte, dagegen die mit n/6 NaOH behandelte Weinhefe ab- 
gestorben war und keine Garung mehr hervorzurufen vermochte. Die 
Tabelle VIII zeigt besonders deutlich den Einflu8B des Mediums auf die 
Ladung der Hefen. Hatten schon Putter (10), Moldawskaja (9), Kross 
und Zuelzer (11) u. a. darauf hingewiesen, daB die Umgebung, besonders 
auch Gelatine, Albumin, Pepton usw., das elektrische Vethalten der 
Hefen beeinfluBt, so konnten wir mit unseren Versuchen dies bestatigen 
und beweisen. 

Wenn die Umgebung die Wanderungsrichtung der Hefen bedingt, 
so mul} sie Stoffe enthalten, die eine elektrische Ladung tragen, die 
der Ladung der Hefe bei einem bestimmten py-Wert entweder gleich 
oder entg:gengesetzt ist. Wir priiften mittels Ultramikrokataphorese 
die betreffenden Fliissigkeiten auf den Ladungssinn ihrer Kolloide. 
Die meisten Kolloide besitzen einen isoelektrischen Punkt, der fiir Eiweib 
und ahnliche Stoffe bei einem py von 4,5 bis 4,7 liegt. Fiir Gelatine 
liegt der isoelektrische Punkt bei 4,73. Schon Riidiger (1) konnte bei 
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seinen Versuchen feststellen, daB Gelatine beim py des Mostes und 
Weines positiv, in Wasser aber negativ geladen ist. Agar-Agar ist bei 
jeder Wasserstoffionenkonzentration negativ. Wir konnten diese Er- 
gebnisse bestat'gen und stellten fest, dais auch die Kolloide des Mostes 
und des Weines immer negativ geladen sind. Fiir Bier geben Emslander 
und Freundlich (15) an, daB die Bierkolloide und der Bierfarbstoff 
positiv geladen sind. Wir konnten dies dann bestitigen, wenn das Bier 
einen py-Wert von etwa 4,2 und kleiner hat. Zwecks besserer Ubersicht 
stellen wir in Tabelle 1X unsere Untersuchungen betreffs der Kolloid- 
ladungen der in dieser Arbeit verwendeten Medien zusammen. 


Tabelle IX. 








Medium Ladung bei py Medium Ladung bei py 
| bara nee ees fe eae 5,5 3,5 a ae 3,3 55 
EMU 6. diss'y cs be ees 4.5 3,3 HiihnereiweiB ...... 3,4 + | 6,2 
OMB ids aaa kaekes 5,8 3,9 + | Hausenblase ....... 3,2 + | 5,8 
Moc Sea bd < a bose) 42+ 34+ | Agar-Agar ......... 3,3 5,7 
Handelsbier, gehopft | 4,7 


Zusammenfassung. 


1. Alle Wein- und Brauereihefen sind im sauren wie alkalischen 
Gebiet negativ geladen. 

Es ist nicht méglich, fiir Hefen einen Punkt zu ermitteln, bei dem 
sie umgeladen werden, wie H. Pfeiffer (4) dies fiir Saccharomyces 
cerevisiae gefunden hat. Es hat sich immer wieder gezeigt, daB selbst 
hche Wasserstoffionenkonzentrationen nicht fiir eine Umladung aus- 
reichen. In einigen Fallen trat nur eine Entladung ein. Der Grund 
liegt darin, daB eine freie Zelle wegen ihrer GréBe und dann vor allem 
wegen ihrer chemischen Zusammensetzung kaum als Kolloid  an- 
gesprochen werden kann. Hierbei spielt sicher auch die Lebensfahigkeit 
eine groBe Rolle. Wir fanden, da selbst n/6 HCl Hefe nicht abtétet. 
Leben bedeutet in unserem Falle eine dauernde Erzeugung negativer 
Ladung, wie dies auch Liiers und Geys (3) zum Ausdruck brachten, 
insofern, als die sprossende Zelle bei der Zellteilung einen gesteigerten 
Anteil saurer Nucleinsubstanzen aufweist. 

2. Zeigt Hefe, gleich welcher Art, bei verschiedener Wasserstoff- 
ionenkonzentration eine andere als negative Ladung, so hat sie in Be- 
rihrung mit einem umladbaren Medium dieses adsorbiert. 

So wird auch die Erscheinung erklarlich, daB ruhende Hefen nicht 
nur entladen sind, sondern scgar schwach kathodisch wie im Bier 
mit relativ hchen py-Werten wandern kénnen, dagegen im Wein 
stets geringe ancdische Wanderung zeigen. 
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Auf dem negativen Ladungssinn der Hefen, in Verbindung mit der 
negativen Ladung der Most- und Weinkolloide, beruht die in der Praxis 
bekannte Tatsache, dais Hefe sich zur Schénung und Entfernung 
schlechter Geruchsstoffe nur dann eignet, wenn sie aus einem gesunden 
Jungwein stammt und in ihrer Adsorptionskra‘t noch nicht erschépft ist. 

3. Es trat in einigen Fallen (Heferasse : Geisenheim 1933, Winningen 
und Jerez) bei einem py-Wert von 5,4 einige Tage nach beendeter 
Garung eine starke Deckenbildung auf, die nach H. Schanderl (14) 
als ,,oxydatives Stadium‘ bezeichnet wird. Auf diese Erscheinung 
werden wir in einer weiteren Arbeit zuriickkommen. 
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Stufenphotometrische 
Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinbestimmung. 
(Auf Grund des kolorimetrischen Verfahrens von Folin und Marenzi.) 
Von 
Péter Balint. 
(Aus der Medizinischen Klinik der kgl. Erzsébet-Universitat in Pées, Ungarn.) 


(Eingegangen am 19. September 1938.) 


I. Bestimmung von Tyrosin und Tryptophan. 


Die durch Folin und Ciocalteu (1) ausgearbeitete, durch Folin und 
Marenzi (2) modifizierte Tyrosin-Tryptophanbestimmung erwies sich 
in den letzten 8 Jahren als genau und zuverlassig. Die allgemeine 
Verbreitung des Stufenphotometers lie} es zweckmaBig erscheinen, 
die fiir das Kolorimeter bestehenden Verfahren stufenphotometrisch 
auszuarbeiten. 


Firdie Bestimmungen gebrauchte ich MeBglaischen mit eingeschliffenem 
Stépsel, die bei 20 cem mit Marke versehen waren. Dadurch konnten die 
in den Originalvorschriften angegebenen Mengen bis auf ein Viertel ver- 
ringert werden, und so betrugen die Bestimmungsgrenzen anstatt 2 bis 8 mg 
Tyrosin bzw. 0,5 bis 2mg Tryptophan, 0,75 bis 2mg Tyrosin bzw. 0,1 bis 
0,4 mg Tryptophan. 

Ausfiihrung. In einen Kolben von etwa 50cem Inhalt brachte ich 
60 bis 80mg Eiweif (genau abgewogen), fiigte 2cem 20°,ige NaOH zu 
und hydrolysierte 'm siedenden Wasserbad 14 bis 16 Stunden lang. (Der 
Hydrolysierkolben war mit aufgeschliffenem RiickfluBkiihler versehen.) 
Der noch warmen Lésung fiigte ich 3cem 5n H,SO, zu und fiillte das 
Hydrolysat in einem MeBglaschen bis 10 cem auf. Die so erhaltene Lésung 
enthalt 6 bis 8 mg hydrolysiertes FiweiB in 1 ecm 0,5 n H,SO,. Die Lésung 
wurde mit einer Messerspitze Kaolin geschiittelt und durch ein Filter 
Schleicher-Schiill 597 in ein trockenes Reagensglas filtriert. 

Tyrosin laBt sich auch nach Schwefelsiurehydrolyse bestimmen, doch 
wird, wie bekannt, durch die saure Hydrolyse das Tryptophan zerstért. 
Die Hydrolyse erfolgt in einem Salzwasserbad von 105° mit 2cem 5n 
H,SO, durch etwa 20 Stunden. Das Hydrolysat wird auf 20 cem gebracht, 
mit Kaolin entfarbt und filtriert. Bei der Saurehydrolyse ist genaue Ein- 
waage des EiweiBes nicht nétig, da die EiweiBkonzentration auch im Hydro- 
lysat durch KAjeldahl-Stickstoffbestimmung ermittelt werden kann. In 
derselben Portion kann auch das Cystin bestimmt werden (s. weiter unten). 

T yrosinbestimmung. Von der wasserklaren Lésung werden zweimal 
1 bis 5 cem (entsprechend 0,5 bis 2 mg Tyrosin bzw. 0,1 bis 0,4 mg Trypto- 
phan) in Zentrifugenglaser eingefiihrt, der Inhalt mit 0,5 n H,SO, auf 5 eem 
erganzt, und tropfenweise von 3em Hohe mit leem 15 %iger HgSO,-Lésung, 
gelést in 6n H,SO,, versetzt. Die Zentrifugengliser werden 2 bis 3 Stunden 
bei Zimmertemperatur stehengelassen, 5 Minuten scharf zentrifugiert, die 
iiberstehende klare Fliissigkeit in Je ein MeBglaischen abgeschiittet. Zum 
Bodensatz geben wir 3cem 1,5°%iges HgSO, in 2n H,SO,. Letztere 
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soll aus einer AusfluSpipette durch starkes Ausblasen zugefiigt werden, 
damit der Bodensatz aufgewirbelt wird. Nach 10 Minuten Stehen wird 
abermals zentrifugiert, die iiberstehende Fliissigkeit in die MeSgliser 
gegossen und der Riickstand mit 5cem 0,1 n H,SO, aufgewirbelt. Nach 
10 Minuten langem Stehen wird wieder zentrifugiert, die Flitssigkeit ab 
gegossen und der Riickstand ftir die Tryptophanbestimmung weggelegt. Dex 
Losung werden 3cem 5n H,SO, zugefiigt, so daB die Aciditaét 1,5 n in 20cem 
erreicht wud. Die MeSglaschen werden gut durchgemischt und 5 Minuten 
lang in ein siedendes Wasserbad gestellt. Dann wird schnell auf Zimmer 
temperatur abgekthlt, 0,5 cem 1 °jiges NaNO, zugefiigt, nach 2 Minuten 
bis zur Marke 20 aufgefiillt und bei 10 mm Schichtdicke, gegen Wasser, mit 
dem Filter S50 abgelesen. Falls bei der Abkiihhing Opaleszenz auftritt, 
wird die schon farbige Lésung knapp vor dem Ablesen dureh Schleicher- 
Schiill-Filter 589 ,,Blauband* filtriert. 

Das Absorptionsverhaltnis betragt fiir 0,75 bis 2,0mg Tyrosin 1,52. 
Wird der Extinktionskoeffizient damit multipliziert, so ergibt dies die 
in die Zentrifugenréhren abgemessene Menge Tyrosin in mg. Der 
Faktor fiir die Tyrosinbestimmung erwies sich innerhalb von — 4% 
reproduzierbar. 

Tryptophanbestimmung. Der im Zentrifugenrohr verbliebene Nieder 
schlag wird mit 2cem n HCl versetzt, eine halbe Stunde auf dem siedenden 
Wasserhad erhitzt, nach Abkiihlen in ein MeSikélbchen filtriert, Rohr 
und Filter mit ungefahr 10 cem Wasser nachgewaschen. Zur L6sung geben 
wir 5eem gesattigte Sodalésung und | eem Phenolreagens nach Folin und 
Ciocalteu (1). Nach halbstiindigem Stehen wird mit 0,5 cem 5°,iger NaCN 
versetzt, bis zur Marke aufgefiillt und bei 10 mm Schichtdicke, gegen Wasser, 
mit Filter S72 abgelesen. 

Die zu den verschiedenen Extinktionskoeffizienten gehérenden 
Absorptionsverhaltnisse sind folgende: 


E = 1,252 A 0,32 Tryptophan mg 0,40 
1,114 0,31 0,35 
0,975 0,31 ° 0.30 
0,824 0,30 0,25 
0,672 0,30 0,20 
0,525 0,29 0,15 
0,347 0,29 0,10 


Die Fehlergrenzen der Methode erlauben die Vereinfachung, im 
Extinktionsbereich unter 0,600 mit dem Faktor 0,29, im Bereich 0,600 
bis 0,900 mit dem Faktor 0,30 und oberhalb 0,900 mit dem Faktor 0,31 
zu multiplizieren. Das Resultat ergibt das im abgemessenen Volumen 
enthaltene Tryptophan in mg. 

Die Eichung beider Kurven geschah durch zweimal umkristalli- 
siertes Tyrosin. Die Tyrosinstandard!ésung enthielt 0,250 g Tyrosin 
im Liter n H,SO,. Es mu8 ausdriicklich betont werden, daf bei der 
Tyrosinbestimmung die Aciditét der kolorimetrierten Lésung_ stets 
1,5 n betragen muB. Die Eichung der Tryptophankurve geschah eben- 
falls mit Tyrosin, da bekanntlich (2) unter den genannten Bedingungen 
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0,843 mg Tyrosin 1 mg Tryptophan kolorimetrisch gleichwertig sind. 
Zur Tryptophanstandardlésung wurden daher 0,0843 g Tyrosin im 
Liter n HCl gelést. 

Alle tibrigen Einzelheiten sind bei Folin und Marenzi (2) und in 
Hinsberg-Langs Medizinische Chemie (3) ersichtlich. (Umkristallisieren 
des Tyrosins, Bereitung des Phenolreagens und der HgS0O,-Lésungen, 
eventuell auftretende Triibungen.) 


Il. Cystinbestimmung. 


Die Grundlagen der Methode wurden durch Folin und Looney (4), 
spiter durch Folin und Marenzi (5) niedergelegt. Es sind in der Literatur 
zahireiche Modifikationen erschienen, da die Originalmethode das Auf- 
treten von Triibungen nicht beseit'gen konnte. AuBerdem war die 
Spezifitat nicht geniigend da auch andere, in biologischem Material 
vorkommende Substanzen Blaufirbung mit dem Reagens zeigten. 
Diese Schwierigkeiten wurden durch Lugg (6, 7) beseitigt. Die Triibun- 
gen verschwanden, indem er streng bei py 5,7 arbeitete. Die Spezifizitat 
wurde durch folgenden Kunstgriff erhéht: Es gibt wohl auBer Cystin 
viele Substanzen, die mit dem Reagens eine Blaufirbung geben, doch 
hemmt Zugabe von HgC!, bloB die Farbentwicklung des Cystins, nicht 
dagegen die der Begleitsubstanzen. Man vergleicht also im Stufen- 
photometer die volle Farbe der zu untersuchenden Lésung nicht mit 
Wasser, sondern mit einer Lésung die alle Substanzen wad noch HgCl, 
enthalt. Die Farbdifferenz entspricht also streng dem Cystingehalt 
fsiehe auch Kossel (8)]. 

Bei den Bestimmungen wurde stets der sogenannte Gesamtcystin- 
gehalt gemessen, also nicht Cystein und Cystin getrennt. Die Lésungen 
waren dieselben wie sie von Lugg angegeben wurden. Die Bestimmungen 
wurden anstatt in MeBkolben von 100 ccm in Mef’glaschen von 20 cem 
Inhalt ausgefiihrt. Die Proportionen mu ten also entsprechend ver- 
ringert werden. 

Erforderliche Lésungen. 


1. Citratpuffer: 105 g Citronenséure, krist. + 52,5g NaOH + 13,6¢ 


ZnCl, + 26,8 g NH,Cl. Die Lésung wird durch vorsichtige Zugabe einer 


konzentrierten NaOQH-Lésung auf px 5,7 gebracht. 

2. 4mol. Na-Acetat: 544g Na-Acetat, krist. (3 H,O) im Liter. 

3. Harnsaéurereagens nach Folin und Marenzi (9). 

4. Sulfitldsung: 9,5 g¢ Na-Metabisulfit + l5cem 4 mol. Na-Acetat in 
100 cem. 

5. HgCl, 2,72 %. 

6. Bromkresolpurpur: 0,04° alkoholische Lésung. 

Ausfiihrung. Die zur Bestimmung nétige Menge des Schwefelséure- 
hydrolysats (Hydrolyse wie bei Tyrosin angegeben), die 0,16 bis 0,75 mg 
Cystin enthalten soll, wird als Vorprobe in ein Reagensglas gebracht, mit 
abgemessener Menge 20°%iger NaOH auf ungefaihr n/10 Aciditat gebracht, 
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mit 5 Tropfen Bromkresolpurpur versetzt, und mit der Na-Acetatlésung 
so weit titriert, bis dieselbe Farbe erreicht wird, die der Indikator im Citrat 
puffer besitzt. (Die nétige Menge sei ccm.) 

In die 20-cem-MeSglaischen bringen wir 2cem Pufferlésung, 0,5 cem 
Reagens, n + 0,5 eem Na-Acetatlésung und in die Kontrolle noch auBerdem 
0,5 cem HgCl,-Lésung. Jetzt versetzen wir die in einem anderen Reagensglas 
vorbereitete Menge Hydrolysat mit der nétigen Menge NaOH, bringen die 
Lésung in das MeBglas und waschen griindlich nach. Das vorangehende 
Neutralisieren bis auf n/10 Aciditat ist nétig, da weder stark saure, noch 
stark alkalische Lésung mit dem Reagens in Beriihrung kommen diirfen 
Nach 5 Minuten fiigen wir 0,5 cem Sulfitlésung zu und lassen 10 Minuten 
stehen. Auffiillen bis zur Marke und Ablesen bei 10 mm Schichtdicke gegen 
die HgCl,-haltige Kontrollésung mit Filter S 72. Die Kontrollésung enthalt 
dieselbe Menge des Hydrolysats. 


Im Bereich von 0,16 bis 0,75 mg Cystin ist A = 0,55. Der mit 0,53 
multiplizierte Extinktionskoeffizient ergibt den Cystingehalt in mg. 
Die Eichung wurde mit zwei Praparaten (Hoffmann-La Roche, Merck) 
ausgefiihrt. Als Standardlésung diente eine Lésung von 0,25 g Cystin 


im Liter n/10 HCl. Die Ubereinstimmung des Absorptionskoeffizienten 
liegt bei den verschiedenen Konzentrationen innerhalb —- 3°. 


Zusammenfassung. 

Die Tyrosin-, Tryptophan- und Cystinbestimmung von Folin und 
Marenzi wurde modifiziert, indem das kolorimetrische Originalverfahren 
auf das Pulfrich-Photometer umgearbeitet wurde. Es werden die 
innethalb der Fehlergrenzen konstanten Absorptionsverhaltnisse an- 
gegeben, wodurch der Gebrauch von Standardlésungen iiberfliissig 
wird. Durch Verringerung der Ansatzmengen konnten in etwa 50 bis 
60 mg EiweiB Tyrosin, Tryptophan und Cystin (ohne Parallelbestim- 
mung) nebeneinander bestimmt werden. 


Literatur. 


1) Folin u. Ciocalteu, J. of biol. Chem. 78, 627, 1927. 2) Folin u. 
Marenzi, ebenda 83, 89, 1929. — 3) Hinsberg u. Lang, Medizinische Chemie, 
Berlin 1938. — 4) Folin u. Looney, J. of biol. Chem. 51, 421, 1922. —- 5) Folin 
u. Marenzi, ebenda 83, 103, 1929. — 6) Lugg, Biochem. J. 26, 2144, 1932. 

7) Derselbe, ebenda 26, 2160, 1932. — 8) Kossel, J. of biol. Chem. 109, 
XLIX, 1935. — 9) Folin u. Marenzi, ebenda 83, 109, 1929. 





